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referencia  se  describe  que  estas  células  tienen  tendencia  a  agruparse  y  que 
frecuentemente  se  localizan  cerca  de  los  vasos  sanguíneos,  aunque  sus 
propiedades  biológicas  no  estén  relacionadas  con  funciones  microvasculares. 
Además, Paul Ehrlich propone la hipótesis de que el posible origen del mastocito 




“in  vivo”  con  ratones  deficientes  en  mastocitos,  que  se  “curaban”  tras  un 
trasplante  de  médula  ósea  (MO)2.  Estudios  posteriores  relacionados  con  la 
ontogenia del mastocito  se han  centrado en  la  identificación del precursor del 
mastocito  y  las  relaciones que pudieran existir entre éste  y el  resto de  células 
hematopoyéticas. 
Actualmente,  se  considera  que  el mastocito  es  una  célula  hematopoyética 
derivada de un precursor CD34+ de MO, que abandona  la MO como una célula 
mononucleada  indiferenciada,  pero  comprometida  a  línea  de  mastocito,  que 
podemos  denominar  “célula  precursora  del mastocito”  (CPM);    a  través  de  la 
circulación  sanguínea,  esta  célula  se  dirige  a  diferentes  tejidos  del  organismo 
donde termina su diferenciación a mastocito, y en los cuales, éste último llevará a 
cabo  su  función.  La maduración a mastocito maduro  y  funcional a nivel  tisular 
está bajo  el  control de  citoquinas,  factores de  crecimiento  y otros mediadores 
producidos localmente.  






de  estructuras  vasculares  o  nerviosas,  principalmente  en  zonas  cercanas  a  las 
superficies corporales que están en contacto directo con el ambiente que rodea 
al organismo, como la piel y las mucosas del tracto gastrointestinal o del sistema 
respiratorio3.  En  el  hombre,  se  han  identificado  dos  tipos  principales  de 
mastocitos, que difieren en función de su contenido en proteasas4: i) mastocitos 
ricos  en  triptasa  (MCT),  que  no  expresan  quimasa,  y  se  encuentran 
preferentemente localizados en mucosas como la mucosa intestinal o la pared de 
los  alveolos  pulmonares,  y;  ii)  los  mastocitos  que  tienen  gránulos  ricos  en 
quimasa, carboxipeptidasa y otras proteasas, además de expresar triptasa (MCTc), 
localizados de forma predominante en la piel y el tejido conectivo.  
Hoy  día,  se  considera  que  el  mastocito  participa  en  la  inducción  y 
amplificación  de  la  respuesta  inmune  primaria/innata  y  en  el  control  de  la 
respuesta inmune adaptativa5, desarrollando un papel clave en la interacción del 
sistema  inmune con el ambiente en el que vivimos. Así, dentro de sus funciones 
efectoras,  el  mastocito  desarrolla  también  un  papel  fundamental  en 
enfermedades  como  la  alergia,  especialmente  la  asociada  a  respuesta  inmune 
mediada  por  la  interacción  de  anticuerpos  de  tipo  IgE  y  del  receptor  de  alta 




La  hematopoyesis  es  el  proceso  responsable  de  generar  y  producir  las 
células hematopoyéticas. Se  inicia durante el desarrollo embrionario a nivel del 
saco vitelino, en etapas  fetales se  traslada al hígado y posteriormente a  la MO, 
donde continua a lo largo de la vida.   
Según  algunos  autores7,8,  en  el  hombre,  al  igual  que  en  los  demás 
vertebrados,  la hematopoyesis pasa  en  las  primeras  etapas de  la  vida por  dos 
fases: una primera fase de “oleada” transitoria y una segunda fase definitiva. En 
la  primera  oleada  (primitiva),  que  ocurriría  durante  las  primeras  fases  del 











La  segunda  fase  de  la  hematopoyesis  tiene  un  inicio  posterior  durante  el 
desarrollo  embrionario;  en  ella  se  generan  las  verdaderas  células  progenitoras 
hematopoyéticas  (CPH)  capaces  de  dar  lugar  a  (todos)  los  diferentes  tipos  de 
células hematopoyéticas del adulto. Aunque el  lugar exacto en el que ocurre  la 
producción de estas CPH en el embrión no  se ha podido  restringir a una única 
ubicación,  se  consideran  fundamentalmente  dos  localizaciones  (revisado  en 
Jagannathan et al.8 y Ratajczak et al.9). Así, su origen se cree estaría a nivel del 
mesodermo  extraembrionario,  en  las  denominadas  islas  sanguíneas  del  saco 
vitelino;  posteriormente las CPH migrarían al hígado fetal donde permanecerían 
de  forma  transitoria,  hasta  que  se  establecen  de modo  definitivo  en  la MO. 
Tradicionalmente esta CPH se ha denominado hemangioblasto y constituiría un 
precursor  común de  células hematopoyéticas  y  células  endoteliales8,9. Por otra 
parte,  se  considera  también  que  la  CPH  podría  originarse  en  la  región  aorta‐
gónada‐mesonefros, en particular en  la aorta dorsal;  igual que  la CPH originada 
en el  saco vitelino, esta CPH posteriormente migraría  también al hígado  fetal y 
finalmente,  a  la MO.  En  este  caso,  la  producción  de  todos  los  tipos  celulares 
hematopoyéticos se debería a CPH derivadas del endotelio vascular8,9.  
En  la MO,  junto  con  la CPH  se  localizaría  también  la MSC mesodérmica,  la 
cual  tiene  capacidad  de  diferenciarse  a  varios  tipos  de  tejidos mesodérmicos 
distintos10  como  el  cartílago,  el  tejido  adiposo,  hueso  y  el  estroma  de  MO, 
contribuyendo así al mantenimiento del microambiente medular. Ambas células 
(CPH y MSC) comparten un precursor común con potencial para generar uno u 







del  factor  de  crecimiento  fibroblástico  tipo  2  (FGF2),  capaz  de  generar 
mesenquimoangioblastos y hemangioblastos en función del patrón de expresión 
de  los genes VEGF, CD202b, CD144, CD31, FLI1, CD62e y CD102  (elevada en  la 




Desde  que  Kitamura  et  al.2  demostraron  el  origen  hematopoyético  del 
mastocito,  muchos  estudios  han  intentado  identificar  la  CPM.  Así,  en  1991, 
Kirshenbaum  et  al.  demostraron  que  la  CPM  es  un  precursor mononucleado 
CD34+ de MO relativamente indiferenciado; dicho precursor abandonaría la MO y 
maduraría en los tejidos bajo la influencia local de las células del tejido conectivo 
y  sus  productos13,14.  En  1991,  Kirshenbaum  et  al.,  mediante  estimulación  “in 
vitro” de células CD34+ con IL‐3 (tras  co‐cultivo con fibroblastos), fueron capaces 
de  generar  por  primera  vez  en  cultivo  mastocitos  maduros13.  Un  año  antes 
(1990), se había identificado un nuevo factor de crecimiento hematopoyético, el 
“stem cell  factor”  (SCF)15, cuya producción se debe principalmente a  las células 
del estroma. Estudios posteriores que relacionaban este factor con el crecimiento 
de los mastocitos16, han permitido demostrar que el SCF induce  diferenciación de 
mastocitos  humanos17,18,  explicando  de  este  modo  el  efecto  sobre  la 
diferenciación de  los CPH CD34+ a mastocito obtenido por Kirshenbaum et al.13, 
mediante  co‐cultivo  de  CPH  CD34+  con  células  del  estroma.  En  estudios 
posteriores  se identificó un precursor CD34+/FcRI‐ que también se encuentra en 
la  sangre  periférica  (SP)19,  lo  cual  apoyaba  la  hipótesis  inicial  de  que  la  CPM 
abandonaría  la  MO  como  un  precursor  relativamente  inmaduro,  que  sólo 
maduraría una vez haya  llegado al tejido diana. Este patrón de comportamiento 
difiere  del  habitualmente  observado  para  gran  parte  de  las  células 
hematopoyéticas, que solo salen a SP tras haber completado su maduración en la 
MO; por el contrario, se asemeja al de otras  línea celulares como  los  linfocitos, 





médula  ósea,  a  nivel  de  otros  tejidos  (p.  ej.  a  nivel  de  los  órganos  linfoides 
secundarios). 










una  CPM  relativamente  indiferenciada  e  independiente  de  otras  líneas 
celulares13,17,22,  hasta  hace  aproximadamente  10  años  algunos  autores 
consideraban que  el mastocito derivaba de un progenitor  común  a  la  línea de 
granulocito  basófilo20  (PBaMc).  El  origen  común  del  mastocito  y  granulocito 
basófilo  se  sugirió  en  función  de  las  similitudes  fenotípicas  existentes  entre 
ambas  células23,24  ya  que  ámbas  expresan  FcRI,  presentan  un  contenido 
enzimático  en  gran medida  superponible  y  participan  en  procesos  fisiológicos 
comunes, p. ej. en la respuesta inmune asociada a alergia. Este progenitor común 
a  granulocito  basófilo  y mastocito  derivaría  de  un  precursor  de MO  que  co‐
expresaría tanto la integrina 47 (CD49d), implicada en la migración celular del 
mastocito  a  tejidos  como  el  bazo  o  el  intestino,  como  la  proteína 
“CCAAT/enhancer‐binding  protein”  (C/EBP  habitualmente  presente  en  el 
granulocito  basófilo  y  que  jugarían  un  papel  fundamental  en  la  diferenciación 














PCM:  precursor  común  mieloide;  PME:  precursor  común  megacariocítico  y  eritroide;  PGM: 
precursor  común  granulocítico  y  monocítico;  PBa:  precursor  del  granulocito  basófilo;               
PBaMc: precursor común a granulocito basófilo y mastocito; CPM: célula precursora del mastocito. 
 
En  contraposición  con  los  trabajos  anteriores,  Chen  et  al.  demuestran,  en 
paralelo  con  lo  observado  por  Rodewald  et  al.20,  que  la  CPM  podría  tener  su 
origen en un precursor muy  inmaduro de  la MO,  incluso antes de  la generación 
de  los  precursores  comunes  de  las  líneas  mieloide  y  linfoide,  a  nivel  del 
progenitor común de todas las líneas mieloides. Este precursor expresaría CD117, 







































CPH:  célula  progenitora  hematopoyética;  PMP:  progenitor multipotencial;  PCL:  precursor  común 
linfoide;  Pro‐B:  precursor  de  linfocito  B;  Pro‐T:  precursor  de  linfocito  T;  PCM:  precursor  común 
mieloide;  PGM:  precursor  común  granulocítico  y  monocítico;  PME:  precursor  común 
megacariocítico y eritroide; CPM: célula precursora del mastocito. 
Independientemente  de  la  relación  ontogénica  que mantiene  el mastocito 





diferenciación  y maduración  de  la  CPM  intervienen  un  importante  número  de 
factores  de  crecimiento  y  citoquinas  (Tabla  1),  además  de  factores  de 
trascripción.  
Respecto a  los  factores de crecimiento, SCF es el  factor que mayor  impacto 









proliferación de  las CPM, como ocurre con  la  IL‐336,  IL‐5,  IL‐9 e  IL‐15, citoquinas 
que  ejercen  de  cofactores  de  proliferación  del  precursor  del mastocito37,  con 
efectos sinérgicos al SCF21,37,38, entre otras citoquinas; a su vez, la IL‐33 promueve 
la acumulación de gránulos en el desarrollo del mastocito, además de favorecer 
la  supervivencia  y maduración  de  la  CPM39.  Otro  tipo  de  citoquinas  como  la 
trombopoyetina  (TPO),  también  tienen un efecto positivo sobre  la proliferación 
del mastocito, especialmente en los estadios iniciales de diferenciación40. Algunas 
citoquinas  por  el  contrario,  muestran  efectos  contrapuestos  con  los  de  las 
citoquinas anteriormente citadas; tal es el caso del interferón gamma (IFN‐)37,41, 
que  inhibe  la proliferación del mastocito, o de  la  IL‐6 que  inhibe el crecimiento 
del mastocito en  las últimas etapas del desarrollo42;  también ejercen un efecto 
negativo  sobre  la  proliferación  del  mastocito  el  factor  transformante  del 














TGF‐:  factor  transformante  del  crecimiento  beta;  GM‐CSF:  factor  estimulador  de  colonias 
granulociticas/monocíticas; TNF‐: factor de necrosis tumoral alfa; TPO: trombopoyetina; RA: ácido 
retinoico.  
Los  precursores  del  mastocito  también  expresan  un  amplio  espectro  de 
receptores  de  quimiocinas.  Así,  los  receptores  CXCR2  y  CXCR4  se  expresan 







CXCL5,  CXCL8  o  CXCL12)  que  desempeñan  un  papel  clave  en  el  desarrollo  y 
localización tisular del mastocito. 





de  la CPM,  la producción de mastocitos y su  integridad funcional (Figura 2). Así, 
los  factores  de  transcripción de  la  familia GATA  (GATA1, GATA2  y GATA3)  son 
claves  en  el mantenimiento de  la diferenciación de  la CPM  y  su maduración  a 
mastocito46,47.  Aunque  estos  factores  de  transcripción  desempeñan  un  papel 
clave,  es  importante  también  su  efecto  coordinado  con  otros  factores  de 
transcripción y  las vías de señalización asociadas a  los mismos. Así, el  factor de 
trascripción PU.1, que juega un papel fundamental en el desarrollo de la mayoría 
de  células  mieloides  y  linfoides,  coopera  con  GATA‐248  en  el  desarrollo  del 
mastocito.  De  forma  similar,  el  factor  de  trascripción  asociado  a microftalmia 
(MITF), es un importante regulador de la expresión del receptor de SCF (KIT)49, y 
de  la  diferenciación  y  supervivencia  del mastocito, mediante  el  control  de  la 
expresión  de  diversas  proteasas49;  además  este  factor  de  transcripción  está 
implicado también en el desarrollo de melanocitos y osteoclastos. Recientemente 
se ha descrito  la existencia de una  regulación antagónica entre C/EBPy MITF, 
que  podría  contribuir  a  determinar  el  perfil  de  expresión  de  factores  de 
diferenciación a basófilo vs. mastocito, a nivel de precursores inmaduros50,51; así, 
la sobreexpresión de C/EBP  inhibiría el efecto de MITF,  induciendo con ello un 















piel,  el  tracto  gastrointestinal  y  el  aparato  respiratorio.  Todo  ello  refleja  que, 
habitualmente el mastocito está implicado en mecanismos de defensa innata y el 
reconocimiento  de  agentes  externos  presentes  en  el  medioambiente55,56.  La 
descripción de la expresión de receptores de tipo “aduana” (TLR, del inglés “Toll 
like  receptors”)  en mastocitos,  cuya  unión  a  ligando  provoca  la  producción  y 
liberación de citoquinas57,58, como TNF e IL‐1 y de leucotrienos, como el LT‐B4 y 
el  LT‐C4,  que  contribuyen  al  reclutamiento  de  neutrófilos  y  células  dendríticas 
para  luchar  contra  la  infección66,67,  viene  a  confirmar  este  papel  clave  del 
mastocito  en  la  inmunidad  innata,  tanto  como  célula  efectora  (ya  que  el 
mastocito  tiene  actividad  fagocítica  y  bactericida59),  como  a  través  de  la 
liberación de proteasas54 y otros mediadores que  juegan un papel  fundamental 
en  la  regulación  de  la  actividad  de  otras  células  implicadas  en  la  respuesta 




tipo  de  microorganismos;  además,  la  liberación  de  mediadores  mastocitarios 
favorece también el reclutamiento de otras células efectoras (p. ej. granulocitos 
neutrófilos) que pudiesen contribuir al control y/o eliminación del patógeno63.  
Por  otro  lado,  el mastocito  también  participa  de  forma  destacada  en  la 
inmunidad  adquirida,  estando  implicado  en distintas  etapas de  esta  respuesta, 
desde  la  presentación  de  antígenos,  hasta  la migración  de  células  efectoras  al 
tejido  diana. Así,  el mastocito  i)  expresa moléculas HLA  (Figura  4,  panel  a)64‐66 
pudiendo  actuar  como  célula  presentadora  de  antígenos  (p.  ej.  mediante  la 
internalización del complejo antígeno‐IgE‐FcRI) y contribuir a la activación de los 
linfocitos T67; ii) libera factores quimiotácticos como las quimiocinas CCL5 y CCL20 











la  curación  de  heridas,  desde  la  respuesta  inflamatoria  inicial,  hasta  la 
revascularización del tejido dañado71,72. 






Además  del  papel  del mastocito  en  la  respuesta  inmune  y  las  funciones 







en  las  reacciones  de  hipersensibilidad  tipo  I74,  en  enfermedades  autoinmunes 




(IgE)  (Figura 3, panel B)74. En gran medida,  la participación del mastocito en  las 
respuestas  de  hipersensibilidad mediadas  por  IgE  se  debe  a  que  el mastocito 
expresa niveles elevados del receptor de alta afinidad para la región constante de 
la  IgE (FcRI) que, una vez unido a complejos  IgE‐antígeno provoca  la activación 
del  mastocito  asociada  a  la  producción  y  liberación  de  mediadores  como  la 
histamina,  los  leucotrienos y  las prostaglandinas, de proteasas como  la triptasa, 
de quimiocinas, y factores de crecimiento como el factor de crecimiento vascular 
endotelial  tipo  A  (VEGF‐A)  o  de  citoquinas  como  el  TNF  Todos  estos 
mediadores, una vez liberados localmente en el ambiente en el que se produce la 
activación  del  mastocito,  son  capaces  de  provocar  un  amplio  espectro  de 
síntomas relacionados con  la alergia, entre  los que se  incluyen el aumento de  la 
secreción glandular, prurito, respuesta  inflamatoria e  inflamación, y  la aparición 
de broncoespasmos62,77. Aunque  la producción y  liberación de estos mediadores 
provoque una respuesta de hipersensibilidad  inmediata,  la  liberación continua y 
mantenida de  citoquinas  y quimiocinas  juega un  importante papel en  las  fases 
más  tardías de  la reacción alérgica  (6 a 24 horas). Así,  la  liberación continua de 
mediadores provoca el reclutamiento y activación de otras células entre  las que 
se  incluyen  los granulocitos neutrófilos, basófilos y eosinófilos, y el comienzo de 
la  respuesta  inmune  adaptativa  asociada  a  la  liberación  de  mediadores 
mastocitarios como TNF, IL‐5, IL‐8 y CCL284,85. Esta respuesta puede prolongarse 
en el tiempo, debido a una exposición prolongada y repetida frente a alérgenos, 











El  gen  KIT  es  un  proto‐oncogén  que  codifica  para  un  receptor  de 






KIT  podría  codificar  para  un  receptor  transmembrana,  cuyo  ligando,  en  ese 
momento, seguía siendo desconocido, y que presentaba una elevada homología 
con  otros  receptores  descritos  previamente  como  el  receptor  del  factor  de 
crecimiento  derivado  de  plaquetas  (PDGFR)  o  el  receptor  para  el  factor 
estimulante  de  colonias  de  macrófago  (CSF1);  sugiriendo  que  c‐KIT  podría 
pertenecer  a  esa misma  familia de  receptores  TK78. No  es  hasta  1990,  cuando 
Williams  et  al.  identifican  un  nuevo  factor  de  crecimiento  a  partir  de 
sobrenadantes de una línea celular murina de células del estroma y relacionan la 
proliferación  celular  observada  mediante  el  estímulo  con  este  factor  de 
crecimiento con la expresión del gen Kit. En otras palabras, identifican el ligando 




El  gen  KIT  se  localiza  a  nivel  genómico  en  la  posición  4q11‐q12  del 
cromosoma 4 humano78. Consta de  aproximadamente 83  kb que  contienen 21 
exones (fuente Ensembl; http://www.ensembl.org) que codifican para un receptor 
TK de tipo III de aproximadamente 109 kDa; tras procesos postraducionales, este 







aminoácidos. En  la  isoforma GNNK‐  se delecionan 4 aminoácidos en  la porción 
terminal del exón 9  (del 510 a 513)80  [fuente Uniprot; http://www.uniprot.org]. 
Los  receptores  TK  de  tipo  III  comparten  entre  si  una  estructura  característica, 
compuesta por una zona extracelular de unión a ligando formada por 5 dominios 
de  tipo  inmunoglobulina  (Ig),  un  dominio  transmembrana  y  un  dominio 
citoplasmático con actividad TK constituido por dos  subunidades  separadas por 
un inserto de 70‐100 aminoácidos en el centro del dominio TK78,81. 





transmembrana  codificada  por  el  exón  10,  y  la  región  autoinhibitoria 
yuxtamembrana codificada por el exón 11, bloquean de forma estérica el “loop” 
de activación de KIT y mantienen de  forma  inmóvil y  compacta el dominio TK, 
ejerciendo un papel inhibidor sobre la función quinasa del receptor KIT84,85. Ya en 
la  fracción  citoplasmática,  el  dominio  TK  lo  componen  3  regiones:  el  dominio 
quinasa  en  posición  N‐terminal,  que  incluye  el  sitio  de  unión  al  ATP  (TK1),  el 
extremo  C‐terminal  del  dominio  quinasa  (TK2)  que  contiene  la  región  de 
activación  (“loop”  de  activación)  y  el  inserto  quinasa  que  consta  de  80 





















homodímero de unión no  covalente83.  SCF  se puede encontrar  tanto en  forma 
soluble como unido a membrana, en función del “splicing” alternativo que haya 
sufrido  la  molécula  durante  su  producción/síntesis80,87.  Ambas  formas  tienen 










SCF  provocaría  cambios  conformacionales  que  estabilizarían  la  unión  ligando‐
receptor y activarían KIT82,89. La unión de SCF provoca la transfosforilación de los 
residuos  de  tirosina  (Y568  y  Y570),  localizados  en  el  dominio  autoinhibitorio 
yuxtamembrana  y,  como  resultado,  el  “loop”  de  activación  del  dominio  TK2 
puede  cambiar  de  conformación  y  extenderse  para  pasar  a  un  estado  activo. 
Además,  tras  la  transfosforilación  del  residuo  Y823  se  estabilizaría  esta  forma 
activa  del  receptor90,91  y  se  produciría  la  fosforilación  del  resto  de  residuos 
tirosina que sirven como puntos de “anclaje” para moléculas de transducción de 
señales con dominios SH2  (homólogo a Src 2) de unión a  tirosinas  fosforiladas. 
Esta  unión  a moléculas  con  dominios  SH2  activaría  finalmente  la  cascada  de 
transducción de señal de KIT 92,93.  
Figura  5:  Representación  esquemática  de  la  estructura  de  la  unión  de  SCF  a  KIT.  En 













En  condiciones  fisiológicas  la  señalización  mediada  por  KIT  es 
fundamental en  la hematopoyesis. KIT se expresa en  la CPH y está  implicado en 
su  diferenciación  a  las  líneas mieloide  y  linfoide93,96,97,  a  la  vez  que  SCF  es  un 
factor  de  supervivencia  para  la  CPH98.  Con  excepción  de  los mastocitos  y  una 
subpoblación  de  células  NK,  KIT  no  se  expresa  en  la  mayoría  de  las  células 
hematopoyéticas  diferenciadas/maduras99.  De  hecho,  esta  vía  SCF/KIT  es 
fundamental  en  el  mastocito,  tanto  en  su  diferenciación  como  en  su 
supervivencia  y  activación  en  respuesta  a  distintos  estímulos17,100.  Además  de 





inicia  la vía de  transducción de señales de KIT  (Figura 6),  la cual  juega un papel 
fundamental en la diferenciación del mastocito y en procesos de supervivencia y 
proliferación  celular,  entre  otros14,86.  La  vía  de  transducción  de  señales  de  KIT 
influye  directamente  en  otras  rutas  de  señalización  celular  asociadas  a  estas 




de  tirosina  Y703  y  Y936106  de  KIT,  así  como  a  la  tirosina  fosfatasa  SHP‐2107.  El 
factor Grb2 se encuentra formando un complejo con el factor intercambiador de 
nucleótidos de guanina Sos y este complejo sería capaz de interaccionar con Ras, 
una  proteína  G  pequeña  que  oscila  entre  su  forma  activa  e  inactiva108.  Esta  












Entre  las  rutas  que  provocan  un  incremento  de  la  proliferación  y 
diferenciación  del  mastocito,  también  se  encuentra  la  ruta  de  JAK/STAT 
(abreviado  del  inglés  “Janus  kinase  y  “Signal  transducer  and  activator  of 
transcription“)102,103. En este caso, debido a que la proteína JAK está asociada de 
forma constitutiva a KIT  (Figura 6),  la estimulación de KIT por SCF provoca una 
rápida  fosforilación  de  JAK112,  que  al  activarse  conduce  a  la  fosforilación  de  la 
familia de traductores de señal y activadores de la trascripción (STAT), proteínas 
que  juegan  un  papel  fundamental  en  la  diferenciación  y  proliferación  del 








(fosfoinositol  3  quinasa).  Esta  vía  de  transducción  de  señal  está  directamente 
relacionada  con  la  división,  diferenciación  y  supervivencia  celular,  la 
reorganización  del  citoesqueleto  de  actina  y  la  motilidad  celular114,115.  La 
activación  de  PI3K  (Figura  6)  es  una  consecuencia  de  la  interacción  de  esta 
proteína  con  la  tirosina  Y721 de  KIT,  la  cual  provoca  a  su  vez  la  activación  de 
Akt115, con efecto directo sobre  la supervivencia de  los mastocitos,  tanto por  la 
inactivación de la proteína FOXO3a y su diana Bim116, como por la inactivación del 
factor pro‐apoptótico Bad114. Además, PI3K también influye en la proliferación del 




asocian a  las  tirosinas  fosforiladas Y568 y Y570 del dominio yuxtamembrana de 
KIT  (Figura 6)120. Esta activación de proteínas de  la  familia SRC  converge  con  la 
ruta  de  PI3K  a  nivel  de  la  activación  de  Rac1  y  JNK  y,  como  consecuencia, 
promueve  la proliferación  celular117. Otro ejemplo de  convergencia  con PI3K  lo 
encontramos en  la vía de  la PLC(fosfolipasa C). En este  caso, el efecto de  la 
activación por unión  con  SCF  viene determinado por el  tipo de  SCF. Así, en  su 
forma  soluble, SCF no  tendría efecto  sobre  la  fosforilación de PLC121, mientras 
que PLC si tendría un papel central en  la supervivencia y proliferación mediada 
por  SCF  unido  a  la membrana  citoplasmática94,122,  así  como  en  la  protección 
frente a  la muerte celular por apoptosis  inducida por distintos agentes123,124. La 
PLC  se  asocia  al  residuo  Y730  de  KIT  (Figura  6)122.  Esta  enzima  es  capaz  de 
hidrolizar  fosfatidilinositol‐4,5‐bifosfato  (PIP2)  en diacilglicerol  (DAG)  e  inositol‐
1,4,5‐trifosfato  (PI3P). DAG  se  une  y  activa  a  la  proteína  quinasa  C  (PKC)  que 
regula la actividad quinasa de KIT118 mientras que PI3P se une específicamente a 
receptores  del  retículo  endoplásmico  produciendo  la  liberación  del  ion  calcio 
(Ca2+) de  los depósitos  celulares,  lo que  conlleva un amplio abanico de efectos 
sobre diversas funciones celulares94. 
No  podemos  olvidar  que  las  vías  de  transducción  de  señales  están  muy 





señales  que  activa  KIT  (Figura  6)  juegan  un  papel  fundamental  una  serie  de 
proteínas adaptadoras que contribuyen a la activación de otras proteínas que no 
entran  en  contacto  de  forma  directa  con  KIT.  Dentro  de  estas  proteínas 
adaptadoras destacan:  i) Grb2 y  la proteína adaptadora ShcA que, como hemos 
explicado anteriormente, participan en la activación de la ruta de Ras/ERK125 y; ii) 
la  proteína  adaptadora  APS  que  se  fosforila  en  respuesta  a  la  estimulación 





Como  hemos  referido  anteriormente,  el  gen  KIT  está  implicado  en  la 
proliferación y desarrollo normal de varios tipos celulares, fundamentalmente de 
células  progenitoras  (p.  ej.:  hematopoyéticas),  y  de  algunas  células  maduras 
como  los  mastocitos,  las  células  intersticiales  de  Cajal,  los  melanocitos  y  las 
células  seminales.  Por  esta  razón,  cualquier  mutación  puntual,  deleción  o 
inserción  en  el  gen  KIT,  puede  causar  una  alteración  que  haga  de  KIT  una 
oncoproteína  capaz  de  inducir  trasformación  neoplásica  de  la(s)  célula(s) 
afectada(s)111. Hasta  la fecha, se han descrito más de 700 mutaciones somáticas 
de  KIT  en  el  hombre  (fuente  Ensembl;  http://www.ensembl.org).  Aunque  la 
mayoría  de  estas  mutaciones  se  han  identificado  en  pacientes  con  una 




humanos HMC‐1.  En este estudio,  se  identificaron dos mutaciones distintas:  la 
mutación  V560G  localizada  en  el  dominio  extramembrana,  en  concreto  en  el 
exón 11, y  la mutación D816V del exón 17,  localizada en el “loop” de activación 
del dominio TK2. Ambas mutaciones constituyen mutaciones activantes de KIT en 







distintas  enfermedades,  desde  el  piebaldismo  hasta  los  tumores  del  estroma 





































proliferación  y  tasa  de  trasformación  neoplásica  de  aquellas  células  del 
organismo que en condiciones normales expresan KIT, entre  las que se  incluyen 
los  precursores  hematopoyéticos  y  los mastocitos111,137. Hasta  la  fecha,  se  han 
identificado muchas mutaciones activantes de KIT a lo largo de toda su secuencia, 
y  en  pacientes  con  distintos  tipos  de  enfermedades  (Tabla  3).  Estos  hallazgos 
sugieren  que  el  lugar  donde  ocurre  la  mutación,  así  como  la  célula  donde 
aparece, tienen una gran  importancia en determinar el tipo de enfermedad que 
acaba por desarrollarse. 
En  2001,  Longley  et  al.  propusieron  una  primera  clasificación  para  los 






activantes  de  KIT  podrían  subdividirse  en mutaciones  activantes  reguladoras  y 
mutaciones  activantes  enzimáticas.  Las  mutaciones  activantes  reguladoras  se 
encuentran frecuentemente en el dominio yuxtamembrana autoinhibitorio (exón 
11).  Estas mutaciones  en  el  dominio  yuxtamembrana  provocarían  un  cambio 
conformacional139, que  causa  la  activación del  receptor debido  a  la pérdida de 
bloqueo que ejercía el domino autoinhibitorio sobre el dominio TK, permitiendo 
así la unión de otras moléculas implicadas en las rutas de transducción de señales 
y/o  la  inducción  de  dimerización  del  receptor  en  ausencia  de  ligando138.  La 
mayoría  de  estas mutaciones  de  KIT  se  han  descrito  en  tumores  de  tipo GIST 
(Tabla  3)140,141  y,  aunque  mayoritariamente  son  cambios  puntuales  de  la 
secuencia,  también pueden producirse deleciones o  inserciones de varios pares 




este  grupo  de mutaciones  de  KIT  se  encuentra    la mutación  D816V,  que  está 
presente  en  la  gran mayoría de  los pacientes  con mastocitosis136,142,  junto  con 
otras  variantes  D816  (p.  ej.  D816Y/H)  presentes  con  relativa  frecuencia  en 




Las mutaciones de KIT  se extienden a  lo  largo de  toda  la  secuencia del 
gen,  aunque  existen  dos  regiones  concretas  donde  el  número  de mutaciones 
descritas es, en términos absolutos y relativos, más elevado. Estas dos regiones o 
“puntos calientes” de KIT  (del  inglés “hot spot”) están  localizados en el dominio 
yuxtamembrana  y  en  el  “loop”  de  activación  de  KIT86,145.  El  punto  donde  se 
encuentra  la mutación,  junto  con  el  tipo de  célula  en  la  cual  ésta  se produce, 
tiene  un  impacto  fundamental  en  el  desarrollo  de  un  tipo  u  otro  de 





mutaciones  en  el dominio  yuxtamembrana, mientras que  en  los pacientes  con 
mastocitosis  son mucho más  frecuentes  las mutaciones que afectan al dominio 
TK2.  
Las  mutaciones  que  involucran  el  dominio  extracelular  de  KIT  afectan 
fundamentalmente  a  los  exones  8  y  9  (Tabla  3)  y  se  han  identificado 
principalmente en hemopatías malignas como  la LMA y  las NMP, si bien pueden 
estar presentes  también en otras enfermedades. De estas mutaciones, merece 
destacar  la  deleción  del  codón D419147,  presente  tanto  en  pacientes  con GIST 
como  con mastocitosis148;  lo mismo  ocurre  con  algunas  otras mutaciones  que 
afectan  al  exón  9,  como  la mutación  germinal  K509I  asociada  a mastocitosis 
familiar149,  y  las mutaciones  C451S150  y  S476I151  identificadas  en  pacientes  con 
leucemia de mastocitos.  
En  el  dominio  transmembrana  (exón  10)  se  han  identificado  3 mutaciones 
distintas (Tabla 3); dos de ellas,  la mutación F522C152 y la mutación A533D153, en 
mastocitosis  y  la  tercera  (V530I)  en  LMA147.  A  su  vez,  la  mayoría  de  las 
mutaciones  que  afectan  a  la  región  yuxtamembrana  autoinhibitoria  están 
relacionadas  con  los GIST138,  tal  como  hemos  señalado  anteriormente,  aunque 
también se ha descrito este tipo de mutaciones en otras enfermedades como el 









han  descrito  en  pacientes  con  LMA  habitualmente  asociadas  a  alteraciones 
















NMP:  neoplasia  mieloproliferativa;  SMD:  síndrome  mielodisplásico;  LMA:  leukemia  mieloide 
aguda; GIST: tumor del estroma gastrointestinal. 
 










una  mutación  activante  de  tipo  enzimático138.  Se  localiza  en  el  “loop”  de 
activación del dominio TK2 de KIT78,81, concretamente, en el codón 816 situado en 
el  exón  17  de  KIT.  La mutación  D816V  se  produce  por  la  sustitución  de  una 
adenina  por  una  timina  (GAC  por GTC),  provocando  el  cambio  del  aminoácido 
aspartato  por  valina  (Figura  7).  Esta  mutación  es  la  alteración  genética  más 
frecuentemente encontrada en pacientes con mastocitosis (>90% de los casos)142 
siendo además, prácticamente específica de esta enfermedad. Por esta razón, la 
mutación  D816V  de  KIT  se  incluye  dentro  de  los  criterios  (menores)  de  la 
Organización Mundial de la Salud (OMS) para el diagnóstico de MS175. 




















KIT,  seguimos  sin  conocer qué  cambios  conformacionales  concretos provoca  la 
presencia  de  la  mutación,  debido  a  que  por  el  momento  no  se  ha  podido 
cristalizar la proteína mutada. Sin embargo, estudios realizados “in silico” 179 han 
propuesto que uno de  los efectos que  tiene  la mutación D816V de KIT sobre  la 




aminoácidos  817‐819,  debido  a  la  rotura  de  los  puentes  de  hidrógeno  que 
mantienen  estable  la  ‐hélice,    permitiría  que  KIT  adquiera  su  actividad 
enzimática.  A  pesar  de  que  el  dominio  autoinhibitorio  yuxtamembrana  se 






En  1995,  Nagata  et  al.  detectaron  la  mutación  D816V  de  KIT  en  células 
mononucleadas  de  pacientes  con  mastocitosis.  En  concreto,  estos  autores  
identificaron  esta  mutación  de  KIT  en  pacientes  con  mastocitosis  sistémica 
asociada  a  otra  hemopatía,  y  no  en  otros  tipos  de  mastocitosis  de 
comportamiento  más  indolente159,  sugiriendo  que  la  mutación  D816V  de  KIT 
tendría un efecto directo en  la génesis de  la mastocitosis sistémica. Este efecto 
sobre la patogénesis de la mastocitosis lo corroborarían Longley et al. en 1996160 
con  la  demostración  de  la  presencia  de  la  mutación  D816V  de  KIT  en  dos 














incluso cuando se detecta  la presencia de  la mutación en otros  linajes celulares 
hematopoyéticos.  
A pesar de que  se han descrito  varias mutaciones de KIT en pacientes  con 
mastocitosis,  la mutación D816V es, de  todas ellas y de  lejos,  la más  frecuente 
(Tabla  3),  siendo  especialmente  frecuente  en  pacientes  con  mastocitosis 
sistémica  con  inicio  de  la  enfermedad  en  la  edad  adulta136.  Estos  hallazgos 
sugieren  que  la  mutación  D816V  de  KIT  podría  constituir  un  requisito 
indispensable para la manifestación y la persistencia de la mastocitosis a lo largo 
del tiempo157. Así, en los últimos años, la determinación de la mutación D816V se 
ha  revelado  como  un  hallazgo  de  especial  importancia  tanto  para  el 

















Dentro  de  las  técnicas  de  secuenciación,  pueden  emplearse  métodos  de 
secuenciación directa tipo “Sanger”185, en  las cuales se realiza una amplificación 
mediante  PCR  de  la  zona  del  gen  que  queremos  analizar,  haciendo 
posteriormente migrar el producto amplificado en  la PCR en una electroforesis 
capilar, con el fin de obtener la secuencia completa de nucleótidos de esa región. 
Esta  técnica,  que  en  principio  podría  emplearse  para  rastrear mutaciones  a  lo 
largo de todo el gen KIT, tiene una sensibilidad bastante baja, requiriendo que al 
menos  el  25%  del material  genético  analizado  tenga  la mutación  para  poder 
detectarla  (Tabla  4).  Alternativamente,  pueden  emplearse  aproximaciones  de 
secuenciación  masiva  o  NGS  (del  inglés  “Next  Generation  Sequencing”).  Esta 
tecnología  (Tabla  4)  permite  la  detección  de  mutaciones  de  KIT  con  mayor 
sensibilidad (0.2%)186, y podría emplearse también para rastrear mutaciones a lo 
largo  de  todo  el  gen;  no  obstante,  tiene  el  inconveniente  del  elevado  coste 
económico asociado.  
Respecto a  las técnicas que emplean RFLP para  la detección de  la mutación, 
en  ellas  se  utiliza  una  digestión  dirigida  (mediante  enzimas  de  restricción 
específicas) de la región genética que se quiera analizar y que ha sido amplificada 
previamente  de  forma  selectiva mediante  PCR;  con  posterioridad  se  analiza  el 
tamaño  de  los  fragmentos  de  restricción  obtenidos  (Hinf  I  y  Hae  III)181.  Cabe 



















del  alelo mutado  (del  inglés  “enriched  sequencing  of mutant  alleles”);  ACB:  (del  inglés  “allele‐
specific  competitive  blocker”);  PNA:  ácido  peptidonucleico;  AMMM:  “Accuracy  in  Molecular 
Measurement Meeting”; ASO: (del inglés “allele specific oligonucleotide). 
El  tercer  grupo de métodos descritos para  la  identificación de  la mutación 
D816V de KIT se basa en la detección directa de la misma mediante métodos de 
PCR,  basados  en  la  amplificación  previa  del  ADN/ARN  diana  En  términos 
generales,  este  grupo  de  técnicas  presentan  una  mayor  sensibilidad  que  las 
técnicas anteriores  (rango de  sensibilidad del 5% al 0.003%). En  conjunto, este 
grupo de  técnicas  comparten el proceso de amplificación del material genético 







tipo  de  material  genético  de  partida  empleado  (gADN  vs.  cADN)  para  su 
detección (Tabla 4).  
Respecto al tipo de cebadores empleados, cabe señalar que para  la mayoría 
(4/5)  de  las  técnicas  de  PCR  descritas,  es  necesario  disponer  de  cebadores 
específicos  del  alelo  de  interés  (ASO,  del  inglés  “allele  specific 
oligonucleotide”)188‐190.  Esto  es debido  a que  solo de  esta  forma  lograremos  la 
amplificación selectiva del material genético portador de  la mutación; a su vez, 









también  que  debido  a  su  altísima  sensibilidad,  con  el  método  de  ASO‐qPCR 




ADN  mutado  mediante  PCR  a  tiempo  real  y  bloqueo  simultáneo  de  la 
amplificación del ADN  silvestre por  la  interacción  con un oligonucleótido de N‐
acetil‐glucosamina (PNA), o técnica de PNA‐PCR191, se ha convertido en la técnica 
de  referencia para  la detección de  la mutación D816V de KIT. Esto  se debe en 
gran medida  a  su  sensibilidad  relativamente  alta  con  respecto  a  los métodos 










La primera referencia que encontramos en  la  literatura a  la mastocitosis 
se recoge en un artículo publicado en la revista British Medical Journal192 en 1869. 




describió  el  mastocito,  en  1878193;  según  las  observaciones  iniciales  de  Paul 
Ehrlich, el mastocito era una célula granulada del tejido conectivo que se teñía de 
color  rojo‐púrpura1.    En  ese  mismo  año,  Sangster194  estableció  el  término 
“urticaria pigmentosa” (UP) para referirse a la enfermedad que presentaba el tipo 
de  lesiones descritas por Nettleship & Tay192.  Sin embargo, no  fue hasta 1887, 
cuando Unna et al.195 demostraron que las  lesiones cutáneas que se observaban 
en pacientes con urticaria pigmentosa contenían agregados de mastocitos.  
A  pesar  de  que  inicialmente  la  mastocitosis  se  describió  como  una 
enfermedad  asociada  a  manifestaciones  cutáneas,  actualmente  se  sabe  que 
puede  involucrar a distintos órganos y tejidos, siendo por ello muy variadas sus 
manifestaciones  clínicas  que  oscilan  desde  un  curso  clínico  indolente  a 
agresivo175,  asociado  a  una  sintomatología  habitualmente  relacionada  con  la 
liberación  de  mediadores  y/o  infiltración  de  distintos  órganos  y  tejidos  por 
mastocitos patológicos. 
Según la OMS, la mastocitosis es una enfermedad clonal caracterizada por la 
proliferación  de  mastocitos  neoplásicos  y  por  su  acumulación  en  diferentes 
localizaciones,  que  habitualmente  incluyen  más  de  un  tejido  u  órgano175.  La 
clasificación actual de  la OMS  incluye 7  subtipos distintos de  la enfermedad175; 
además,  recientemente  se  han  descrito  otras  variantes  de  la  enfermedad  con 
características particulares,  como  son  las mastocitosis  sistémicas quiescentes o 









son más  frecuentes en niños y  las mastocitosis  sistémicas  suelen presentarse a 
partir de la segunda década de la vida175. Actualmente, la prevalencia exacta de la 





La  mastocitosis  incluye  un  grupo  muy  heterogéneo  de  enfermedades 
caracterizadas  por  la  presencia  a  nivel  tisular  de  agregados  compactos  y 
multifocales de mastocitos clonales, morfológica y fenotípicamente aberrantes175. 
La  localización  de  estos  agregados,  así  como  las manifestaciones  clínicas  de  la 
enfermedad, permiten subdividir la mastocitosis en dos subtipos principales: i) la 





subtipos de mastocitosis   pueden  subdividirse en otros  subtipos en  función del 
tipo y grado de afectación tisular y de los hallazgos de laboratorio175. 
La CM presenta lesiones cutáneas asociadas a eritema y edema inducidos por 
contacto  físico  (Signo  de  Darier),  acumulo  a  nivel  intraepidérmico  de 
melanocitos/melanina  e  infiltrado de mastocitos detectable  a nivel histológico. 







piel  y  la MO  los  tejidos habitualmente más  afectados.  Los  criterios de  la OMS 
para  diagnóstico de la MS175 (Tabla 5) incluyen: presencia de agregados densos y 
multifocales  de más  de  15 mastocitos  en MO  y/u  otros  tejidos  extracutáneos 
(criterio mayor); una morfología alterada de los mastocitos que forman (o no) los 
agregados  (mastocitos  alargados,  con  núcleo  excéntrico,  prolongaciones 
citoplasmáticas y/o hipogranulación)200; expresión aberrante de  los marcadores 




de  la  OMS,    para  poder  establecer  el  diagnóstico  de  MS  son  necesarios  la 
presencia del criterio mayor y al menos uno de los cuatro criterios menores o, en 
ausencia  del  criterio  mayor,  la  presencia  simultánea  de  como  mínimo  tres 
criterios menores.  
Desde  el  punto  de  vista  etiopatogénico,  tanto  el  criterio mayor  como  los 
criterios  menores  requeridos  por  la  OMS  para  el  diagnóstico  de  MS,  están 
directamente relacionados con la mutación de KIT137. Así, como consecuencia de 
la misma, y de la activación de las vías de señalización referidas anteriormente en 
esta  introducción,  los mastocitos  expresan  CD25  y  en menor medida  también 
CD2,  remodelan  su  citoesqueleto203,  adquiriendo  un  aspecto  morfológico 
alterado asociado a degranulación e  incremento de  la  liberación de mediadores 
como  la  triptasa  sérica. Así mismo, el aumento del número de mastocitos está 
también  relacionado  con  el  efecto  de  KIT  sobre  la  proliferación  celular;  al 
incrementarse el número de mastocitos se forman agregados mastocitarios en la 
MO  y  lesiones  en  la  piel.  Por  todo  lo  anteriormente  expuesto,  resulta  fácil 
entender porque en los últimos años las mutaciones en el codón 816 de KIT, y en 
especial la mutación D816V que está presente en la mayoría de los pacientes con 
MS142, han  adquirido  gran  relevancia  en  el diagnóstico de  la mastocitosis183,204. 
Asimismo,  se  ha  comprobado  la mayor  fiabilidad  diagnóstica  de  la  expresión 
aberrante de CD25 (presente en los mastocitos de MO de la práctica totalidad de 










1Este  criterio  no  sería  valorable  en  presencia  de  neoplasia  mieloide  asociada. 
(adaptado de Horny et al.175) 
 




los  hallazgos  de  tipo  B,  o  hallazgos  que  delimitan  el  curso  benigno  de  la 
enfermedad,  y  los  hallazgos  de  tipo  C,  o  hallazgos  que  implican  necesidad  de 




















De  acuerdo  a  lo  anteriormente  expuesto,  resulta  evidente  que  bajo  el 
término  “mastocitosis”  se  incluye  un  grupo  heterogéneo  de  enfermedades 
asociadas a manifestaciones biológicas y a comportamientos clínicos variables. En 
este espectro  se  incluyen  según  la OMS, además de  los dos grupos principales 
antes referidos (CM y MS con sus formas  indolentes y agresivas) otras variantes 









La  CM  es  una  enfermedad  que  suele  aparecer  habitualmente  en  la 
infancia  y  que  en  muchos  casos  desaparece  de  forma  espontánea  en  la 
pubertad206,  pese  a  que  aproximadamente  el  70%  de  los  casos  presentan 
mutación de KIT207. En  los  casos en  los que  la enfermedad persiste en  la edad 
adulta se debe a  la afectación sistémica de  la enfermedad, asociada con relativa 
frecuencia (≈35% de los casos) a mutaciones activantes en el codón 816 de KIT157. 
Dentro  de  las  mastocitosis  cutáneas  se  identifican  3  subtipos  clínicos 
principales:  la  UP  y/o  mastocitosis  cutánea  maculopapular  (MCMP);  la 
mastocitosis  cutánea difusa  y; el mastocitoma  cutáneo  solitario  (Figura 8).   De 
todos ellos la UP/MCMP es la forma más habitual, caracterizada en los niños que 





de  CM,  existe  un  pequeño  porcentaje  de  niños  que muestran  CM  asociada  a 
pequeñas lesiones, más homogéneas en tamaño (monomórficas), parecidas a las 
que  podemos  encontrar  en  adultos208.  Estos  pacientes  suelen  tener  afectación 
sistémica  y  en  ellos,  la  enfermedad  suele  persistir  en  la  edad  adulta.  Los 
mastocitos  que  forman  ambos  tipos  de  lesiones  habitualmente  presentan  una 
morfología anormal y están distribuidos en “sábana” por las distintas capas de la 
dermis (papilar y reticular), frecuentemente con localización perivascular.  
La  CM  difusa  y  el  mastocitoma  cutáneo  son  variantes  de  CM  que  se 
presentan  de  forma  exclusiva  en  niños208.  Los  pacientes  con  CM  difusa  suelen 
mostrar una piel engrosada, en ocasiones con apariencia de “piel de naranja”, sin 
lesiones bien delimitadas. En este subtipo de lesiones cutáneas, los infiltrados se 
localizan  a modo  de  banda  en  la  dermis  papilar  y  suprareticular.  A  su  vez,  el 
mastocitoma cutáneo habitualmente se caracteriza por la presencia de una única 






extenderse  a  capas  más  profundas  de  la  dermis,  e  incluso  afectar  al  tejido 
adiposo subcutáneo.  
Figura  8:  Imágenes  ilustrativas  de  los  distintos  subtipos  de  lesiones  cutáneas 
observadas en pacientes con mastocitosis. En  los paneles A y B, las imágenes mostradas 
ilustran  los dos  tipos de  lesiones  típicas de  la mastocitosis cutánea: UP de  tipo papular 
(panel  A)  y  UP  de  tipo macular  (panel  B).  La  imagen  del  panel  C  corresponde  a  un 














La  MS  habitualmente  se  presenta  con  lesiones  cutáneas  de  tipo 
UP/MCMP  asociadas  de  forma  sistemática  a  afectación  extracutánea, 
principalmente  a  nivel  de  MO.  Aunque  los  pacientes  con  MS  comparten 
características  que  permiten  agrupar  bajo  este  epígrafe  a  un  grupo  amplio  de 
pacientes  con variantes  clínicas de una enfermedad  relativamente homogénea,  




propuesto  una  serie  de  algoritmos  que,  aplicados  junto  con  los  criterios  de  la 






del curso de  la enfermedad mediante  la medición regular de  los niveles basales 
de triptasa sérica, así como el análisis de  la presencia de  la mutación D816V en 
SP,  como  fases previas  al  estudio de MO  (Figura  9),  especialmente  en niños o 
pacientes con enfermedad indolente clínicamente asintomática. 
3.2.2.1. Mastocitosis sistémica indolente (MSI) 
La  MS  indolente  (MSI)  es  el  subtipo  más  frecuente  de  MS200,211  y  se 
caracteriza por la presencia de agregados de mastocitos en la MO, cumpliendo de 
este modo  el  criterio mayor de  la OMS. Además,  es  frecuente  la presencia de 
mastocitos con morfología atípica y expresión aberrante de  las moléculas CD25 
y/o  CD2.  Por  otra  parte,  la  gran mayoría  de  estos  pacientes  (75%)  presentan 
niveles  basales  de  triptasa  sérica  superiores  a  20ng/mL200  y  se  detecta  la 
presencia de la mutación D816V en más del 70% de los casos200. La MSI puede a 
su  vez  subdividirse  en  tres  categorías,  en  función de  las  características  clínicas 
que presentan. 
De  estos  subtipos  de MSI,  el más  frecuente  es  la   MSI  con  lesión  cutánea 
(MSIs+);  en  él,  la mutación  D816V  de  KIT  se  detecta  en  los mastocitos  en  la 
práctica  totalidad  de  los  pacientes,  afectando  a  otras  líneas  hematopoyéticas 




















también  denominada  MSI  sin  lesión  cutánea  (MSIs‐)175.  En  este  subgrupo  se 
incluyen sobre todo varones que suelen presentar niveles de triptasa sérica más 
bajos  que  la MSIs+,  con  manifestaciones  clínicas  asociadas  frecuentemente  a 






en  la MSIs+, y  rara vez  se encuentra afectación por  la mutación de otras  líneas 
hematopoyéticas distintas del mastocito175,200.  
Finalmente, el tercer subtipo de MSI corresponde a un subgrupo de pacientes 
con  MSI  que  muestran  un  porcentaje  más  elevado  de  mastocitos  en  MO, 
asociado a  2 o más características definidas como hallazgos de tipo B; se trata de 













ósea200,210,214  (p.  ej.  esclerosis  ósea  o  lesiones  líticas)  entre  otras  lesiones, 
características clínico‐biológicas definidas como hallazgos de  tipo C175.   En estos 
pacientes,  la mutación  D816V  de  KIT  suele  afectar  a  toda  la  hematopoyesis, 
detectándose  su  presencia  tanto  en  las  líneas  mieloides  como  en  las  líneas 
linfoides B y/o T. 
3.2.2.3. Mastocitosis  sistémica  asociada  a  otra  hemopatía  (MS‐
AHNMD) 
La  MS‐AHNMD  constituye  un  subgrupo  heterogéneo  de  MS.  Esta 
heterogeneidad  viene  dada  tanto  por  el  tipo  de  mastocitosis,  como  por  la 






que  la hemopatía más  frecuentemente asociada a esta entidad  suelen  ser una 
hemopatía  maligna  de  línea  mieloide  (síndrome  mielodisplásico,  neoplasia 
mieloproliferativa o LMA) o menos frecuentemente, de  línea  linfoide200. En este 
sentido, merece destacar que  las MS‐AHNMD en  las que  la MS se asocia a una 
hemopatía de línea mieloide, suele existir afectación de múltiples líneas celulares 
hematopoyéticas  (multilineal)  para  la mutación D816V  de  KIT  (MS multilineal), 
mientras  que  aquellas  MS‐AHNMD  que  presentan  una  hemopatía  linfoide 




la  que  tiene  peor  pronóstico;  afortunadamente,  es  también  la  variante menos 
frecuente de MS (<2% de todos los pacientes).  Los pacientes con MCL muestran 
infiltración de  la MO, por mastocitos,  superior  al 20% de  la  celularidad  global; 
estos mastocitos  suelen mostrar un  fenotipo  inmaduro y/o  incluso presentarse 
en  forma  de  blastos  metacromáticos175,200,210.  Los  pacientes  con  MCL 






clasificación  para  la MCL,  similar  a  la  de  otros  tipos  de  leucemias216.  En  esta 




A  pesar  de  que  en  la  clasificación  actual  de  MS  de  la  OMS  sigue  sin 







mastocitosis200.  De  forma  característica,  los  pacientes  con  MSBD  presentan 
agregados de mastocitos en MO con morfología típica de mastocito maduro, sin 
expresión  (o  con expresión débil) de  los marcadores CD25 y/o CD2, asociada a 
niveles  elevados  de  expresión  de  enzimas  intracitoplasmáticas  (como 
carboxipeptidasa  A)  en  ausencia,  en  la  mayor  parte  de  los  pacientes,  de 
mutaciones  en  el  codón  D816  de  KIT197.  Estas  características  hacen  que  un 
elevado  porcentaje  de  pacientes  con  MSBD  (aproximadamente  el  40%)  no 
cumplan de forma estricta los criterios diagnósticos de la OMS para MS200, pese a 
presentar  enfermedad  clínicamente  manifiesta.  Por  este  motivo,  se  han 
propuesto  criterios  diagnósticos  complementarios  que  ayudarían  a  definir  con 
mayor  precisión  este  subgrupo  de MS197.  En  esta  propuesta,  se  define  como 
criterio principal la presencia de agregados compactos de mastocitos en MO; a su 
vez, como criterios menores adicionales  se  incluirían:  i) expresión aberrante de 






local  pero  destructivo,  compuesto  por  mastocitos  atípicos.  Se  trata  de  una 
enfermedad  extremadamente  rara  y  su  diagnóstico  se  realiza  tras  la 
identificación  de  la  presencia  en  la  lesión  tumoral  de  mastocitos  mediante 
marcadores  inmunohistoquímicos  habituales  como  CD117  (KIT)  y/o  triptasa. 
Habitualmente,  esta  enfermedad  no  presenta  afectación  sistémica,  si 
exceptuamos  las  crisis  anafilácticas,  frecuentes  en  algunos  pacientes.  Aunque 
habitualmente  se  trata  de  lesiones  tumorales  localizadas,  en  algunos  casos  la 
enfermedad  puede  progresar  con  diseminación  leucémica  en  fases  avanzadas 






en  la  literatura, probablemente debido a que se  trata de una enfermedad muy 
poco  frecuente.  A  pesar  de  ello,  recientemente  se  ha  publicado  una  revisión 
sobre  las formas de presentación clínica de  la enfermedad donde se reflejan en 
los  resultados  del  análisis  de  mutaciones  de  KIT  en  7  de  los  20  pacientes 
estudiados217. En 4 de estos 7 pacientes se identificaron mutaciones de KIT: en 3 
la mutación  afectaba  al  dominio  TK2  (L799F170,  D816V218  y  N822K219)  y  en  el 
cuarto  paciente  se  detectó  una  mutación  en  el  dominio  yuxtamembrana 
(V560G)220.  
3.2.4. Mastocitoma extracutáneo  
El mastocitoma  extracutáneo  es  otra  de  las  variantes  extremadamente 
raras  de  mastocitosis.  Actualmente  se  considera  que  el  mastocitoma 
extracutáneo es un tumor localizado, con un comportamiento benigno, derivado 
de  la  acumulación  de  mastocitos  patológicos  en  un  tejido  extracutáneo, 
frecuentemente  el  pulmón.  Este  subtipo  de mastocitosis  no  suele  progresar  a 
forma  leucémica  o  sistémica  175. Debido  probablemente  a  que  el mastocitoma 
extracutáneo es de las variantes más raras de mastocitosis no existe información 





también  un  pronóstico  variable  dependiendo  en  gran medida  del  subtipo  de 
mastocitosis  concreto de que  se  trate  y, dentro de  este, de  los  rasgos  clínicos 
asociados.    Así,  los  pacientes  con  variantes más  indolentes  suelen  tener  una 
esperanza  de  vida  similar  a  la  de  la  población  general177,187,   mientras  que  las 
variantes  más  agresivas,  como  la  MCL,  pueden  provocar  el  fallecimiento  del 
paciente  en  pocos meses175,184,211.  En  este  sentido,  la  CM  suele  presentar  un 
pronóstico  favorable,  observándose  incluso  remisiones  espontáneas  de  la 






los  pacientes  con  CM  presenten  sintomatología  asociada  a  síndrome  de 
activación  mastocitaria  y  liberación  de  mediadores  mastocíticos  por  lo  que 
requieren con alguna  frecuencia,  tratamiento urgente y hospitalización221  (p. ej. 
por episodios severos de anafilaxia). En contraposición con la CM, las formas más 
agresivas de MS,  como  la MCL o  la MSA, muestran medianas de  supervivencia 
claramente acortadas (mediana de 2 y de 41 meses, respectivamente) respecto a 
la de los pacientes con MSI (mediana de 198 meses)184,211. A pesar de que la MSI 
no  presenta  una  esperanza  de  vida  significativamente  menor  que  la  de  la 
población  general201,  merece  destacar  que  con  relativa  frecuencia  en  este 





En  línea con  lo anteriormente expuesto en relación con el pronóstico de  los 
diferentes subtipos de mastocitosis, actualmente, el tratamiento más habitual de 
la mastocitosis  está  basado  en  la  adopción  de  tratamientos  sintomáticos  para 
controlar  los efectos provocados por  la  liberación de mediadores mastocitarios, 
cuya aplicación es requerida, en general, en aquellas mastocitosis que cursan con 
síntomas  de  liberación.  Este  tipo  de  aproximación  terapéutica  (anti‐mediador) 
incluye  como  primera  opción,  la  administración  de  anti‐histamínicos  para 
controlar  los síntomas relacionados con  la  liberación de histamina, como son el 
prurito  y  la  taquicardia.  En  función  de  la  respuesta  obtenida  a  este  tipo  de 




en  el  tratamiento de manifestaciones  clínicas de  liberación mastocitaria,  sobre 
todo de  las asociadas al  tracto  respiratorio224 y/o al aparato gastrointestinal225. 
Además,  la administración de cromoglicato sódico de manera tópica también es 







fibrosis  hepática  y  la  ascitis226.  El  tratamiento  de  las  manifestaciones  de  la 
enfermedad  a  nivel  óseo  (p.ej.  osteoporosis,  osteopenia  y/o  lesiones  líticas), 
debido  a  la  infiltración  de  la  MO  por  los  mastocitos  y  a  la  liberación  de 





expansión  del mastocito  neoplásico,  con  el  fin  de  evitar  las  consecuencias  del 
daño  orgánico  que  éste  pueda  provocar.  En  estos  pacientes  con  variantes 
agresivas de MS resulta fundamental conocer el estado mutacional de KIT, debido 
a  que  uno  de  los  fármacos  anti‐TK más  comunes,  el  Imatinib  (STI571),  no  es 
efectivo  en  pacientes  con mutación  en  el  codón  D816  y  sí  en  pacientes  con 
mutaciones  en  las  regiones  extracelular  y  yuxtamembrana  de  KIT152,172,227‐229. 
Debido a que la mutación D816V de KIT es la mutación más frecuente en la MS, el 
tratamiento  más  habitual  de  la  MS  con  comportamiento  agresivo  incluye 
fármacos citorreductores202, de entre los que la cladribina (2CdA) y el interferón‐
(IFN) son los agentes más empleados y eficaces en el control de los síntomas 
relacionados con  las  lesiones mastocitarias a nivel tisular y de  la enfermedad230. 
Sin embargo, merece destacar que en la actualidad se reconoce que la eficacia de 
estos agentes es  relativa  y  su efecto beneficioso no  suele mantenerse durante 
largos  períodos  de  tiempo,  llevando  con  frecuencia  al  empleo  de  estrategias 
poliquimioterápicas o al uso de terapias experimentales. 
Precisamente,  debido  a  que  los  tratamientos  citorreductores  antes 
mencionados no cuentan con la efectividad deseada, siendo en la mayoría de los 
casos  muy  difícil  el  control  de  la  enfermedad,  se  siguen  desarrollando  y 
ensayando  tratamientos más específicos, especialmente aquellos basados en el 
diseño de pequeñas moléculas  inhibidoras dirigidas  frente a KIT y/o sus vías de 






del  grupo  de  los  inhibidores  de  receptores  TK  (TKRI)  efectivos  en  aquellos 
pacientes en los que se detectan mutaciones de KIT fuera del dominio TK2231; en 
contraposición con estos dos TKRI, Dasatinib232 ha mostrado un efecto “in vivo” 
relativamente  limitado y asociado a  importantes efectos  secundarios  como por 
ejemplo  la  aparición  de  derrame  pleural233,  mientras  que  la  Midostaurina 
(PKC412) parece  incrementar  la supervivencia de  los pacientes con mastocitosis 
de  curso  agresivo,  a  pesar  de  no  lograr  alcanzarse  habitualmente  con  este 
fármaco  una  remisión  completa  de  la  enfermedad234.  Además  de  los  TKRI 
anteriormente citados, existe otra serie de moléculas que,  tras mostrar eficacia 
en  estudios  “in  vitro”,  se  encuentran  actualmente  en  evaluación  en  ensayos 
clínicos  en  distintas  fases;  entre  ellas  se  incluyen  la  Tiazolamina235,  el 
Tandutinib236,  el Semaxinib237 y el EXEL‐0862238, además del Blu‐285, un fármaco 
que ha mostrado una efectividad superior al 90% en modelos murinos239. 
En  paralelo,  en  los  últimos  años  se  ha  incrementado  de  forma  notable  el 





monoclonales  frente  a  CD13,  CD25,  CD30,  CD33,  CD44,  CD45  y  CD52.  No 
obstante, la utilización de anticuerpos monoclonales dirigidos frente a algunas de 
estas  proteínas  como  CD13  y  CD45,  es  de  prever  que  afecten  a  varias  líneas 
celulares, y no específicamente al mastocito patológico  (revisado por Valent et 
al.240),  lo  cual  podría  acarrear  una  importante  toxicidad  hematológica.  Por  el 
contrario, existen ensayos y/o casos clínicos referidos en la literatura, incluyendo 
algunos  que  recogen  la  experiencia  de  la  REMA,  en  la  que  se  han  empleado 
anticuerpos anti‐CD25, CD30, CD33 y CD52, para el tratamiento de pacientes con 










III  (ClinicalTrials.gov  número  NCT01807598).  Por  otro  lado,  también  existen 
resultados  prometedores  con  el  uso  de  terapia  anti‐CD52  (CAMPATH‐1  o 
Alemtuzumab),  habiéndose  demostrado  su  capacidad  para  inducir muerte  de 
mastocitos  patológicos  CD52+  de  pacientes  con  MS243.  Además,  este  último 
tratamiento,  al  haberse  aplicado  en  un modelo  de  xenotransplante  en  ratón 
inmunodeficiente sobre células de la línea MCPV‐1, se ha comprobado induce un 
incremento significativo de la supervivencia de aquellos ratones tratados frente a 
los  no  tratados  (mediana  de  supervivencia  de  46  vs.  31  días),  asociado  a  una 
reducción  significativa  de  la  infiltración  tisular  y  de  las  células  leucémicas 
circulantes243. A su vez, CD33 es un marcador que se expresa en células de  línea 
mieloide  tanto  normales  como  tumorales,  incluido  el  mastocito  normal  y 
patológico  y  el  precursor  del  mastocito  de  las  formas  más  avanzadas  de 
mastocitosis,  frente  al  cual  existe  un  fármaco  (Mylotarg)244  compuesto  por  un 
anticuerpo  humanizado  anti‐CD33  (gemtuzumab)  conjugado  con  un  agente 
































  La  MS  es  el  subtipo  más  frecuente  de  mastocitosis  del  adulto 
presentando  un  elevado  grado  de  heterogeneidad  en  cuanto  a  su 
comportamiento y evolución clínica. En la actualidad son muchos los estudios en 
los  que  se  describe  que  la  mayoría  de  los  pacientes  con  MS  presentan  la 
mutación D816V,  e  incluso  que  demuestran  la  presencia  de  esta mutación  en 
otras células hematopoyéticas distintas del mastocito, por lo que implícitamente 
se considera que la mutación D816V de KIT podría ser un requisito indispensable 
para  la manifestación  o  persistencia  de  la mastocitosis  en  la  edad  adulta.  Sin 
embargo, en el momento de  iniciar este  trabajo existían  también estudios que 
contradecían esta hipótesis, ya que describían la presencia de la mutación D816V 
en pequeños porcentajes de pacientes y, nunca  identificaban esta mutación en 
otras  líneas hematopoyéticas. Estas discrepancias pueden deberse  tanto al  tipo 
de pacientes seleccionados e  incluidos en  las diferentes series en  función de su 
subtipo  diagnóstico,  como  a  diferentes  niveles  de  sensibilidad  de  los métodos 
empleados  para  el  análisis  de  la  mutación.  Por  lo  tanto,  para  esclarecer  los 
mecanismos de la enfermedad sería clave establecer cuál es el porcentaje real de 
pacientes con MS que presentan esta mutación, determinar en qué momento de 
la  ontogenia  ocurre  la mutación,  si  existen  otras  líneas  hematopoyéticas  que 
puedan  estar  afectadas por  ella  y  con qué  frecuencia  aparecen, determinando 
además si la existencia de un patrón diferente de afectación de la hematopoyesis 













como  objetivo  general  determinar  con  precisión  la  frecuencia  con  la  que  los 
pacientes con mastocitosis presentan mutación de KIT, el grado de afectación de 
la  hematopoyesis  y  de  las  células  de  la  MO  por  la  mutación  y  su  posible 








D816V  de  KIT  en  SP  de  pacientes  con MS  y  correlacionar  el  grado  de 
afectación por dicha mutación  en  SP,  con  el  grado de  afectación de  la 
hematopoyesis medular.  
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En esta  sección de  la memoria  se describen  los pacientes, materiales  y 
métodos  empleados,  así  como  los  resultados obtenidos  en  el presente  trabajo 
doctoral, mediante  la  inclusión de  los artículos originales publicados en relación 
con la hipótesis y objetivos planteados. Cada uno de los artículos viene precedido 




“Mutación  de  KIT  en  mastocitos  y  otras  líneas  celulares 
hematopoyéticas en mastocitosis sistémica: estudio prospectivo de una 
serie de 113 pacientes de la Red Española de Mastocitosis (REMA)” 
Introducción:  La mastocitosis  incluye  un  grupo  heterogéneo  de  enfermedades 
caracterizadas  por  la  proliferación  y  acumulación  de  mastocitos  en  distintos 
tejidos.   A pesar de  la  importancia de  la detección de  la mutación en KIT, tanto 
para demostrar el carácter clonal de  la MS como para  su  tratamiento, hasta el 
momento en el que  iniciamos este  trabajo se desconocía cuál era el porcentaje 
exacto de pacientes con MS portadores de mutaciones de KIT, así como el grado 
de  afectación  de  otras  líneas  celulares  hematopoyéticas  de  MO  por  estas 
mutaciones. 
Objetivo:  En  este  trabajo  nos  propusimos  determinar  la  incidencia  de  las 
mutaciones que afecten al codón 816 de KIT y en especial la mutación D816V de 




113  pacientes  con MS,  distribuidos  en  los  siguientes  subgrupos  diagnósticos: 
MSIs+, 74 pacientes; MS‐AHNMD, 13  casos; MSIs‐, 7 pacientes; MSBD, 7  casos; 
MSA,  6  casos  y MCL,  6  pacientes.  Además,  en  un  subgrupo  de  67  de  estos 





poblaciones  celulares hematopoyéticas purificadas de MO, distintas de  la  línea 
mastocitaria.  La  separación  de  las  distintas  poblaciones  celulares  se  realizó 
mediante citometría de flujo y el análisis de la mutación se llevó a cabo mediante 
la  técnica  de  PCR  en  tiempo  real  de  alta  sensibilidad,  una  técnica  de  PCR 
empleando  sondas  de  hibridación  específicas  de  secuencia  del  exón  17  de  KIT 








mutaciones,  distintas  de  la  mutación  D816V,  en  la  misma  región  de  KIT.  En 
aproximadamente el 30% de los casos, la mutación además de estar presente en 
los  mastocitos  fue  positiva  también  en,  al  menos,  otra  línea  celular 
hematopoyética  mieloide  y/o  linfoide.  Aunque  la  presencia  de  la  mutación 





Conclusiones: De acuerdo con nuestros  resultados,  la presencia de  la mutación 
D816V puede considerarse como un marcador genético de MS, al estar presente 
en prácticamente  todos  los pacientes y subgrupos diagnósticos, a excepción de 
MSBD.  La  presencia  de  la mutación  en  otras  líneas  celulares  hematopoyéticas 
además  del mastocito  es  un  hallazgo  típico  de  las  formas más  agresivas  de  la 
enfermedad, estando presente también en un subgrupo de MSIs+,  lo cual apoya 
la hipótesis del posible origen de  la  enfermedad  en una  célula precursora  (i.e. 
“stem”)  hematopoyética  (CPH)  y  podría  reflejar  el  predominio  de  mutación 
multilineal en las formas más avanzadas y/o agresivas de la enfermedad. 
NEOPLASIA
KITmutation in mast cells and other bone marrow hematopoietic cell lineages
in systemic mast cell disorders: a prospective study of the Spanish Network
onMastocytosis (REMA) in a series of 113 patients
Andres C. Garcia-Montero, Maria Jara-Acevedo, Cristina Teodosio, Maria Luz Sanchez, Rosa Nunez, Aranzazu Prados,
Isabel Aldanondo, Laura Sanchez, Mercedes Dominguez, Luis M. Botana, Francisca Sanchez-Jimenez, Karl Sotlar,
Julia Almeida, Luis Escribano, and Alberto Orfao
Despite the relevance of the c-kit/stem
cell factor (SCF) signaling pathway in
mast cell (MC) diseases, the exact fre-
quency of KIT mutations in different com-
partments of bone marrow (BM) hemato-
poietic cells of individuals with systemic
mastocytosis (SM), and its different diag-
nostic categories, remains unknown. In
this study, we prospectively analyzed the
presence of KIT mutations in fluores-
cence-activated cell-sorting (FACS)–
purified populations of BM MCs (n  113)
and other BM cell compartments (n  67)
from adults with SM. Our results show the
presence of D816V KIT mutation in virtu-
ally all adults (93%) with indolent and
aggressive forms of SM, except well-
differentiated SM (29%), while other KIT
mutations were rarely (< 3%) detected. In
around one-third of patients with mutated
MCs, the KIT mutation was also detected
in CD34 hematopoietic cells and eosino-
phils, and, to a lesser extent, in mono-
cytic, neutrophil-lineage BM precursor
cells and lymphocytes. Most patient with
poor-prognosis SM (81%) carried the KIT
mutation in 2 or more BM myeloid cell
populations, while this was detected in a
smaller proportion (27%) of indolent
cases. These results would support the
notion that KIT mutation is a hallmark of
adult SM where it targets a pluripotent
hematopoietic stem cell, and may contrib-
ute to explaining previously observed dis-
crepancies in the literature. (Blood. 2006;
108:2366-2372)
© 2006 by The American Society of Hematology
Introduction
Mast cell diseases (MCDs) are a heterogeneous group of disorders
characterized by an abnormal proliferation and accumulation of
mast cells (MCs) in different tissues. In a relatively high proportion
of cases, the clonal nature of the disease can be established on the
basis of the demonstration of gain-of-function mutations involving
the tyrosine kinase domain of c-kit in lesional skin and bone
marrow (BM) cells.1-9 Typically, the A71763T substitution is
detected, whereby an aspartate is changed for a valine at codon 816
of the c-kit protein sequence. However, other uncommon somatic
(V560G,10 D815K,11 D816Y,2,11,12 D816F,2,11 D816H,13 and
D820G14) and germ-line (F522C,15A533D,16 K509I,17 and del41918)
mutations, which may result in a ligand-independent activation of
the stem cell factor receptor, have been reported, most frequently in
individual cases. Presence of the KIT mutations in patients with
systemic mastocytosis (SM) is not restricted to BMMCs, but it has
also been sporadically reported in other non-MC hematopoietic
lineages,7,19-24 suggesting that expansion of clonal MCs may arise
from an uncommitted hematopoietic stem cell. However, attempts
to demonstrate the presence of KIT mutation in purified CD34
hematopoietic precursor cells have failed so far.25
The pathogenetic relevance of the different KIT mutations in
MCDs is still not fully understood; however, their identification has
become of major prognostic significance26 due to the availability of
protein kinase inhibitors such as imatinib (STI571, Gleevec;
Novartis, Basel, Switzerland). These new targeted drugs have
proven to be of limited efficacy in patients with MCD carrying the
D816V-activating KIT mutation, while they are effective in cases
displaying other KIT mutations (eg V560G,27,28 F522C,15 K509I,17
and del41918). Despite this, the frequency of the D816V KIT
mutation in SM is highly variable in the literature,2,3,7,11 even once
the analysis is restricted to patients showing the same type of
MCD.3,5,9,29 Accordingly, in adult patients, the frequency of the
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D816V KIT mutation varies from 31%30 to virtually all cases.5
Such variability could be due to the relatively low number of cases
included in most studies, to patient selection with predominance of
aggressive versus indolent forms of the disease and/or to the
sensitivity of the methods used to assess the presence/absence of
KITmutations, particularly in cases with low MC burden.
In the present study, we have prospectively analyzed the
presence of KIT mutations in fluorescence-activated cell-sorting
(FACS)–purified populations of immunophenotypically aberrant
BM MCs from a series of 113 patients with SM. In addition, in a
subgroup of 67 patients with SM associated with KIT mutations,
the presence of the mutation was also explored in other BM cell
compartments.
Patients, materials, and methods
Patients
In the present study, a total of 113 adults who were consecutively diagnosed
with SM at the reference centers of the Spanish Network on Mastocytosis
(REMA) (Mast Cell Unit of the Hospital Ramón y Cajal, Madrid, Spain;
and Department of Cytometry of the Cancer Research Center, Salamanca,
Spain) were analyzed. In all cases, informed consent was obtained prior to
the study, according to the guidelines of the local ethics committees.
According to the World Health Organization (WHO) criteria,31,32
patients were classified as follows: indolent systemic mastocytosis (ISM),
74 patients; aggressive systemic mastocytosis (ASM), 6 patients; systemic
mastocytosis associated with a clonal non–mast-cell lineage hematopoietic
disease (SM-AHNMD), 13 patients; and mast cell leukemia (MCL), 6
patients. In addition, 7 patients with well-differentiated systemic mastocyto-
sis (WDSM)15 and 7 patients with systemic mastocytosis without skin
involvement associated with recurrent anaphylaxis or vascular collapse
(SM-ana)33 were also studied. Diagnosis included a complete clinical and
physical work-up, a routine blood cell count and white blood cell (WBC)
differential, routine serum biochemistry tests and measurement of serum
tryptase levels (Pharmacia, Uppsala, Sweden), abdominal ultrasonography
and/or computed tomography (CT) scan, bone densitometry and X-rays of
the bones; furthermore, magnetic resonance imaging (MRI) was performed
in selected cases. Skin biopsy was performed in all cases with cutaneous
lesions. A complete BM study was performed in all cases following
previously established criteria for morphology,34 histology, and immunohis-
tochemistry.35,36 In addition, 4-color multiparameter flow cytometry immu-
nophenotypic analysis of BM MCs was performed according to the
recommendations of the Spanish Network on Mastocytosis (REMA;
Escribano et al37,38). Demographics and clinical characteristics of the study
population according to disease category are summarized in Table 1.
Isolation of mast cells and other subpopulations of BM
nucleated cells
Isolation of BM MCs and other subpopulations of nucleated BM cells was
performed using a 4-way fluorescence-activated cell-sorter (FACSAria;
Becton Dickinson Biosciences [BDB], San Jose, CA) equipped with the
FACSDiva software (BDB). Prior to sorting, cells were stained with a single
4-color combination of monoclonal antibodies (MAbs)—CD14/CD117/
CD34/CD45—conjugated with fluorescein isothiocyanate (FITC)/phyco-
erythrin (PE)/allophycocyanin (APC)/peridinin chlorophyll protein (PerCP)–
cyanin 5.5 (Cy5.5) according to well-established stain-and-then-lyse-and-
wash procedures, which have been described in detail elsewhere.39 In the
first 41 consecutive patients only purified BM MCs were analyzed for the
presence of KITmutation; in those 67 mutated patients out of the remaining
72 cases, the KIT mutation was also analyzed in other BM non-MC cell
fractions (Table 2). The following phenotypic characteristics were used for
the isolation of the different subpopulations of BM nucleated cells: MCs























MCL 6 69 (37–76) 4/2 4.7 (1.5–13.4) 36 (25–60) 0 67 67 50 100
ISM 74 45 (21–79) 34/40 6.2 (4.3–15.7) 0.14 (0.013–1.65) 99 5.4 4 14 100
SM-ana 7 46 (19–70) 5/2 4.9 (3.9–8.2) 0.15 (0.035–0.26) 0 0 0 0 100
WDSM 7 23 (12–73) 2/5 5.6 (4.0–6.2) 0.30 (0.008–12) 100 0 0 0 100
ASM 6 55 (25–77) 5/1 4.8 (2.7–20.1) 1.85 (0.02–19) 33 83 100 0 67*
SM-AHNMD 13 72 (37–83) 8/5 6.1 (1.8–21.3) 0.60 (0.013–7.4) 62 23 23 23 92*
UP indicates urticaria pigmentosa.
*In those 3 patients tested at time of therapy (1 SM-AHNMD and 2ASM), all cell populations tested were positive for the D816V KITmutation.
Table 2. Frequency of KIT mutation in different diagnostic subgroups of adult patients with systemic mastocytosis
Category
Patient mast cells,
no. of total (%)
Patients with KIT mutation on BM mast cells, no. (%)
Mast cells CD34 HPCs Eosinophils Monocytes Neutrophils Lymphocytes
MCL* 5/6 (83) 2/2 (100) 2/2 (100) 1/1 (100) NA 1/1 (100) NA
ISM 72/74 (97)§ 43/43 (100) 9/38 (24) 9/42 (21) 4/37 (11) 3/37 (8) 1/10 (10)
SM-ana† 7/7 (100) 6/6 (100) 0/6 (0) 0/6 (0) 0/6 (0) 0/6 (0) 0/2 (0)
WDSM‡ 2/7 (29) 2/2 (100) 1/2 (50) 0/2 (0) 0/2 (0) 0/2 (0) 0/2 (0)
ASM 6/6§ (100) 5/5 (100) 3/4 (75) 4/5 (80) 3/4 (75) 4/5 (80) 3/4 (75)
SM-AHNMD 13/13 (100)¶ 9/9 (100) 6/9 (67) 6/9 (67) 5/8 (63) 4/7 (57) 2/5 (40)
Total 105/113 (93) 67/67 (100) 21/61 (34) 20/65 (31) 12/57 (21) 12/58 (21) 6/23 (26)
Patient mast cells indicates the frequency of patients carrying KIT mutation in their mast cells, from all patients analyzed. All other data shows patients with KIT
mutation-positive mast cells. Results expressed as number of cases with the KITmutation from all cases analyzed (N). All but 3 patients had the D816V KITmutation.
NA indicates not analyzed.
*One patient had the D816Y KITmutation.
†One patient had the VI815–816 insertion in the KIT sequence.
‡One patient had the I817V KITmutation.
§P  .001 compared with the WDSM group.
P  .05 compared with the WDSM group.
¶P  .01 compared with the WDSM group.
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were identified as being CD117hi/CD34/CD45/CD14; monocytes were
CD45hi/CD14hi/CD34/CD117; neutrophils were CD45/CD34/CD117/
CD14/sideward light scatter (SSC)hi; eosinophils were CD45/CD34/
CD117/CD14/SSChi with both green and orange autofluorescence;
CD34 hematopoietic progenitor cells (HPCs) were identified as being
SSClo/int/CD34/CD45/CD14/CD117/; and lymphocytes were SSClo/
CD45hi/CD14/CD117/CD34. In 3 patients, nucleated erythroid precur-
sors (CD45/SSClo/CD14/CD34/CD117) were also sorted.
The purity of the isolated cell populations was evaluated after acquiring
3  103 cells of each FACS-sorted cell fraction in a FACScalibur flow
cytometer (BDB), and it was constantly greater than 90% (mast cells:
94%  3.7%; CD34 HPCs: 96.7% 2.1%; eosinophils: 91.7% 4.1%;
monocytes: 96.4% 1.8%; neutrophils: 99.6%  0.5%; erythroid precur-
sors: 99% 1.2%; and lymphocytes: 98% 1.4%) in the absence of both
contamination ( 0.01%) by MCs and cross-contamination with other
D816V cell populations in the sample.
DNA extraction and detection of KIT mutation
Purified subpopulations of BM cells were used to extract genomic DNA
(gDNA) using either the QIAamp mini- or micro-DNA extraction kits
(QIAGEN, Valencia, CA) according to the instructions of the manufacturer.
For those samples containing less than 104 FACS-sorted cells, the REDEx-
tract-N-Amp blood polymerase chain reaction (PCR) kit (Sigma-Aldrich,
St Louis, MO) was used following the recommendations of the manufac-
turer, with the 5-TTC TTT TCT CCT CCAACC TA-3 and 5-TGC AAA
TTT TGC TGA AGT AT-3 primers (Isogen Biosciences, Maarsen, The
Netherlands).
For the detection of the somatic activating codon D816V KIT mutation,
gDNA was used. In all cases a peptide nucleic acid (PNA)–mediated PCR
clamping technique (LightCycler thermocycler, software version 3.5;
Roche Diagnostics, Mannheim, Germany) with the DNAMaster Hybridiza-
tion probes Kit (Roche Diagnostics) was used, as previously described in
detail.11 Hybridization probes and PNA-oligomer were purchased from TIB
MOLBIOL (Berlin, Germany) and Applied Biosystems (Foster City, CA),
respectively.
Positivity for the D816V or other KIT mutations localized in the
proximity of codon 816 was confirmed by sequencing the PCR products in
both directions, using the 5-CAG CCA GAAATA TCC TCC TTA CT-3
and 5-TTG CAG GAC TGT CAA GCA GAG-3 primers (Isogen Life
Sciences) and the dye-deoxy terminator method, in an ABI Prism 3100
Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Foster City, CA).
Statistical methods
In order to evaluate the statistical significance of the differences observed
between groups, the nonparametric chi-square and the Fisher tests (SPSS
12.0 software; SPSS, Chicago, IL) were used; P values less than .05 were
considered to be associated with statistical significance.
Results
Frequency and type of KIT mutation present in BM mast cells
from adults with systemic mast cell disorders
Overall, 105 (93%) of the 113 SM patients studied showed KIT
mutations in their BMMCs (Table 2). Upon classifying the patients
according to their diagnosis, a high frequency of patients carrying
the KIT mutation was found in all different groups of patients
except WDSM (97% vs 29%; P  .001) (Table 2). Accordingly,
while all ASM (6 of 6 patients), SM-AHNMD (13 of 13 patients),
and SM-ana (7 of 7 patients) and most MCL (5 of 6 patients) and
ISM (72 [97%] of 74 patients) carried the KITmutation in their BM
MCs, only 2 of 7 patients with WDSM had activating KIT
mutation–positive BM MCs. From those 7 cases in which no
mutations were detected at the activating loop of c-kit, 1 corre-
sponded to a 76-year-old female with a MCL with 60% BM MCs;
another 2 patients (a 52-year-old male and a 40-year-old female)
were diagnosed with ISM associated with skin involvement and
variable percentages of BM MCs (1% and 0.027%, respectively).
The other 5 patients (2 men and 3 women) were diagnosed with
WDSM, with variable percentages of BM MCs (median, 0.7%;
range, 0.07%-12%). Interestingly, purified BM MCs from all the 5
females with SM in the absence of detectable KIT mutations were
shown to have a clonal origin as tested by the human androgen
receptor gene assay.40
In most of the mutated cases (102 [97%] of 105), PNA-
mediated PCR clamping and DNA sequencing showed that the
genetic change corresponded to the typical D816V KIT mutation
(melting curve at 63°C). Of the other 3 mutated cases, 1 corre-
sponded to a WDSM showing a A71783 G point mutation that
caused a I817V substitution in the KIT sequence (melting curve at
54°C); another was a SM-ana with an insertion of 6 bp (GTCATA)
just before the 816 KIT codon (melting curve at 56°C); the third
case with MCL showed a G71753 T point mutation causing a
D816Y substitution (melting curve at 56°C) (Figure 1).
In a subgroup of 11 patients (9 with ISM, 1 with SM-AHNMD,
and 1 with WDSM), the same PCR-based approach was used for
the detection of KIT mutation in skin-biopsy samples. Comparison
between skin and BM results showed a 100% (11 of 11 patients)
concordance: 10 patients were positive for the D816V KIT
mutation and 1 (the patient with WDSM) was negative.
Distribution of the KIT mutation in different compartments
of BM cells
Among those patients carrying aKITmutation in their BMMCs, 27
(40%) of 67 patients analyzed showed the presence of D816V KIT
mutation in gDNA extracted from purified subpopulations of
nucleated BM cells other than MCs. Of note, the frequency of
patients with KIT mutation in their BM fraction of CD34 HPCs
(21 [34%] of 61 patients) and eosinophils (20 [31%] of 65 patients)
was higher than it was in patients with KIT mutation–positive
monocytes (12 [21%] of 57 patients) and neutrophils (12 [21%] of
58 patients) (Table 2).
Interestingly, the frequency of cases carrying a KIT mutation in
CD34 HPCs was significantly higher (P  .001) among patients
with aggressive forms of mastocytosis, such as MCL (2 of 2
patients), ASM (3 of 4 patients) and SM-AHNMD (6 of 9 patients),
than it was in patients with good-prognosis disease categories such
as ISM (9 [24%] of 38 patients), SM-ana (0 of 6 patients) and
WDSM (1 of 2 patients). Similar results were observed when other
nucleated BM myeloid cell populations were analyzed for the
presence of KIT mutations. Accordingly, a high proportion of all
MCL, ASM, and SM-AHNMD carried the KIT mutation in their
BM eosinophils (11 [73%] of 15 patients), monocytes (8 [69%] of
12 patients), and neutrophil lineage cells (9 [64%] of 14 patients),
while it was detected in a smaller (P  .001) proportion of all
patients with D816V ISM (eosinophils, 21%; monocytes, 11%;
and neutrophil lineage cells, 8%) and constantly absent in patients
with SM-ana and WDSM carrying the KIT mutation in their BM
MCs. This also translated into an overall higher frequency of
patients carrying the KIT mutation in 2 or more populations of BM
myeloid cells in cases with intermediate/poor-prognosis SM (MCL,
ASM, and SM-AHNMD) compared with the good-prognosis SM
(ISM, SM-ana, and WDSM) (81% vs 27%, P  .02). Interestingly,
the presence of KIT mutation was detected in all ISM with
hypereosinophilia (5 of 5 patients) but also in patients with normal
eosinophil counts (4 of 37 patients).
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In addition, all patients showing involvement of the neutrophil
(n  10), monocytic (n 10), and/or eosinophilic (n 13) BM
cell compartments in which CD34 HPCs were simultaneously
analyzed also showed the presence of KIT mutation in this latter
BM cell compartment, independent of the diagnostic subgroup. In
contrast, in 6 patients (1 WDSM, 1 SM-AHNMD, and 4 ISM),
CD34 HPCs carrying the KIT mutation were detected in the
absence of involvement of any of the more mature myeloid cell
compartments analyzed. Likewise, all 6 patients (3 ASM, 2
SM-AHNMD, and 1 ISM) carrying the D816V KITmutation in the
lymphocyte population also showed this mutation in CD34 HPCs
and all BM myeloid cell populations tested. However, in 1 patient
with ISM carrying D816V in all myeloid populations as well as in
another 16 patients showing variable involvement of CD34 HPCs
and other BM non-MC myeloid compartments, lymphocytes
carried the wild-type KIT gDNA sequence (Table 2).
Analysis of the KIT mutational status of AHNMD associated
with SM
From those 13 patients suffering from systemic mastocytosis
associated with other non–mast-cell hematologic disorders, 10
patients had an associated myeloid malignancy and only 3 patients
had a lymphoid neoplasia. Six of 13 patients had ASM associated
with an AHNMD consisting of a chronic myelomonocytic leuke-
mia (CMML; n  1), myelodysplastic syndrome (MDS; n 4)
and a B-cell non-Hodgkin lymphoma (NHL; n  1); the other 7
patients were diagnosed with ISM and AHNMDs consisting of
MDS (n 3), acute myeloid leukemia (AML; n 1), polycythe-
mia vera (PV; n 1), B-cell chronic lymphocytic leukemia
(B-CLL; n 1) and lymphoplasmacytic lymphoma (LPL; n  1).
All patients (13 of 13) with SM-AHNMD had the D816V-
activating KIT mutation on their BM MCs. In turn, upon analyzing
the KIT mutational status of different BM cell populations other
than MCs, 9 of these patients showed variable patterns of involve-
ment. Accordingly, while in all patients with ASM associated with
myeloid non-MC malignancies, involvement of neoplastic cells
from the AHNMD was detected (4 of 4 patients), it was only found
in a single patient with ISM associated with an AML (1 of 5
patients with ISM-AHNMD). Interestingly, this latter patient had a
germ-line D816V KIT mutation also involving BM lymphoid and
erythroid cells, as well as mucosal epithelial cells (Table 3; Figure
2). Despite this, another 2 patients with ISM-AHNMD in which an
Table 3. Involvement of different hematopoietic cell lineages in patients with SM-AHNMD as evaluated by the presence or absence of
somatic activating KIT mutations at codon 816
Cell type
ISM ASM
AML B-CLL MDS PV LPL MDS CMML
Patient 1 Patient 2 Patient 3 Patient 4 Patient 5 Patient 6 Patient 7 Patient 8 Patient 9
Mast cells, % 0.7  0.03  0.9  0.1  0.3  7.5  6  0.22  0.2 
CD34 HPCs, % 7.7 * 1.6  10  1.9  0.5  0.8  2  NA 1 
Eosinophils, % 1.1  1.1  1.7  1.4  5.8  4.8  8.7  7.4  3.2 
Monocytes, % 3.7  NA 4.2  3.2  9.2  2.9  12  31  11 
Neutrophil lineage cells, % 73 * NA 49  52  54  66  NA 46  67 
Erythroid precursors, % 12  NA NA NA 7.8  NA NA NA NA
Lymphocytes, % 2.2  19 † NA NA 6.1 † NA NA 11.4  NA
Results expressed as percentage of cells from all nucleated BM cells.
NA indicates not analyzed;, presence of KITmutation; and –, absence of KITmutation.
*Including blast cells.
†Including neoplastic B-cells.
Figure 1. Melting curves and sequences of PCR products from patients with systemic mastocytosis carrying different KIT mutations. (A) D816V KITmutation (melting curve
at 63°C) found in a patient with ISM. (B) D816Y KITmutation (56°C) found in a patient with MCL. (C) VI815-816 insertion (56°C) found in a patient with SM-ana. (D) I817V KIT
mutation (54°C) found in a patient with WDSM. Comparison with typical D816V KITmutation and wild-type sequence (melting curve at 59°C) are shown in all panels.
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ISM was associated with B-CLL and PV also showed involvement
of either all BM myeloid compartments analyzed or CD34 HPCs,
respectively.
Discussion
Despite the clinical and pathophysiologic relevance of the c-kit/
SCF signaling pathway in MCD,1-4 the exact frequency of KIT
mutations in different compartments of BM hematopoietic cells of
individuals with SM and its different diagnostic categories remains
largely unknown.
At present, it is generally accepted that adult patients usually
express activating mutations of c-kit, whereas most cases of
childhood-onset and familial mastocytosis would lack these muta-
tions. However, it should be noted that so far, most studies
analyzing KIT mutations in SM reported on relatively small series
of patients with aggressive forms of the disease2,3,5,7,9,22,29,30 or
single case reports.6,15,41 Despite this, recent review papers25,42
estimate that the frequency of the D816V KIT mutation in adult
patients with SM could be higher than 80%, while the frequency of
KIT mutations in the different forms of SM remains quite
variable.2,3,5,7,9,11,29,30,43 In some studies, such variability could be
related to differences in the methods used and/or the type of
samples used for the identification of KIT mutations. Accordingly,
while Pardanani et al,30 through the use of DNA sequencing
techniques, have only found 14% (1 of 7) D816V cases in BM
samples from patients with ISM, others5 using more sensitive
methods based on the analysis of mRNA by restriction fragment
length polymorphism (RFLP) approaches have found the KIT
D816V mutation in all of their 11 patients with ISM. Likewise, the
frequency of this mutation in patients suffering from ISM varied
from 16% (7 of 43 patients) if analyzed in PB43 to 100% (11 of 11)
if assessed in BM samples,5 even though methods with similarly
high sensitivity were used. Altogether, these findings suggest that
variations in the frequency of D816V SM cases may be related to
both the sensitivity of the method and the MC burden, and that both
factors could be responsible for the impression that aggressive
forms of SM are associated with higher frequencies of KIT
mutation.3,9,43 Because of this, in the present study we used a
method11 with a sensitivity always higher than 1/20, as evaluated in
external quality control schemes (European Competence Network
on Mastocytosis [ECNM] interlaboratory quality control [round
robin]), to detect the D816V KIT mutation in highly purified
populations of MCs.An additional advantage of the method used is
that it allows detection of mutations in gDNA at codon 816 as well
as at codons 815 and 817 of the activating loop of c-kit, enabling us
to detect mutations in this region of the KIT gene in purified cell
populations independent of whether or not these cells expressed
stem cell factor receptor.
Our results show the presence of activating KIT mutations in
purified BM MCs from most patients with both indolent and
aggressive forms of SM. Interestingly, of the different diagnostic
subgroups of SM, only those patients with WDSM showed a
relatively low frequency of KIT mutations. These results are in line
with the observation that aberrant expression of CD25 and CD2 on
BM MCs is frequently absent in WDSM,15 while present in
virtually all patients with ISM,37 supporting the notion that aberrant
MC phenotypes could be associated with underlying genetic
lesions.44 Overall, these results obtained through the analysis of
purified MCs could contribute to an explanation of previously
observed discrepancies in the literature.2,3,5,7,9,11,29,30,43 As a conse-
quence, our findings would also indicate that treatment with
imatinib, which has been shown to be ineffective in vitro and in
vivo against MCs carrying the D816V c-kit mutation,27,28,45 would
therefore not be indicated in virtually all patients with SM, except
most WDSM. However, further studies are required before defini-
tive conclusions can be drawn in this regard.
In the present study we confirm previous observations11,42 that
found a low frequency ( 5%) of activating KIT mutations other
than D816V in patients with SM. Interestingly, 2 of the 3 patients
reported here to carry KIT mutations other than D816V showed
mutations (I817V and VI815-816) that had not been previously
described in the literature. At present, there is still no information
about the functional status of these new mutations; however, it
could be speculated that the VI815-816 insertion could cause a
ligand-independent activation of c-kit because it led to insertion of
a Val at the activating loop of c-kit, at the same position as that of
the D816V mutation. Nonetheless, the functionality of this, as well
as of the I817V KIT mutation, needs further characterization by
functional studies. A third patient had an activating ligand-
independent c-kit mutation (D816Y) that had already been identi-
fied in patients suffering frommastocytosis2,11 andAML.12 Interest-
ingly, the 2 former cases corresponded to patients suffering from
recently described forms of mastocytosis (SM-ana33 andWDSM15)
in which the presence of KITmutations has not been systematically
explored. Of note, the only KIT mutation described so far in a
Figure 2. Representative analysis of D816V KIT mutation in purified BM MCs
and blast cells from 2 patients with SM-AHNMD. (A-B) Immunophenotypic
characteristics of blast cells (red dots) and mast cells (black dots) in BM samples from
patients 1 and 3 listed in Table 3, prior to FACS sorting. (C-F) Melting curves of
wild-type (approximately 59°C; black line) andmutated (approximately 63°C; red line)
KIT sequences from mast cells (C-D) and blast cells (E-F) from patients 1 (C-E)
and 3 (D-F).
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patient with WDSM corresponded to a F522C15 germ-line muta-
tion; this observation, together with our findings, would support the
notion that WDSM could be a genetically heterogeneous and
distinct subgroup of mastocytosis.
In 1995, Nagata et al3 described the presence of a D816V
mutation in a PB sample from a patient with SM in the absence of
detectable circulating MCs. Since then, several reports have
identified the D816V mutation in non-MC hematopoietic cell
lineages from patients with SM,7,19-24 leading to the notion that SM
could arise from a uncommitted hematopoietic progenitor cell.7,25
However, attempts have failed so far to identify the KITmutation in
BM CD34 HPCs from patients with SM,21 and to the best of our
knowledge, this is the first report in which the presence of the KIT
mutation in BM CD34 HPCs of a relatively high proportion of
patients with SM is confirmed. In addition, we also showed that
involvement of CD34 HPCs and other non-MC hematopoietic
lineages is not restricted to ASM, MCL, and SM-AHNMD, but is
also present in a significant proportion of patients with ISM.
Upon comparing the frequency at which involvement of CD34
HPCs and other more mature CD34 myeloid cell compartments
occurred, we found a higher percentage of involvement of the
CD34 HPCs and eosinophils than monocytic and neutrophil
lineage cells. Only those patients with the D816V KIT mutation in
CD34 HPCs showed involvement of other more mature myeloid
cell populations, while a few patients showed the presence of the
mutation in the CD34 HPC compartment in the absence of an
involvement of the other myeloid cell compartments analyzed.
Interestingly, the presence of the KIT mutation in the eosinophils
was not restricted to patients with eosinophilia associated with SM
as previously suggested,19 but it was also found among SM patients
with normal PB eosinophil counts. Moreover, in some patients, the
presence of the KIT mutation in eosinophils was detected without
involvement of the other myeloid cell lineages apart from CD34
HPCs. In contrast to the common CD34 CD117 CD13
bilineage monocytic-MC precursor proposed by others,46 our
results suggest the existence of a common bilineage-restricted
committed progenitor for MCs and eosinophils during differentia-
tion of hematopoietic cells.
Most patients with MCL and ASM carried the D816V KIT
mutation in almost all myeloid cell populations analyzed as well as
the lymphocytes, while this occurred in a significantly smaller
proportion of ISM cases and in none of the patients with SM-ana
and WDSM. Altogether, these findings suggest that in most
aggressive forms of mastocytosis and a minor proportion of ISM,
the KIT-mutated HPCs has acquired a clear proliferative advantage
involving not only CD117-expressing mature myeloid cells (eg,
MCs) but also other CD117-maturing myeloid precursors and
lymphocytes. The prognostic significance of these observations for
predicting clinical outcome in patients with SM showing different
forms of the disease requires further investigation.
Regarding SM-AHNMD, we found a slightly different fre-
quency of involvement of the leukemic/neoplastic cells correspond-
ing to the AHNMD in patients with a diagnosis of ASM-AHNMD
versus ISM-AHNMD. Accordingly, the D816V KIT mutation,
which was detected in BM MCs from all patients studied, was also
present in purified neoplastic cells from all ASM-AHNMD pa-
tients, but was absent in theAHNMD cells from all except 1 patient
with ISM-AHNMD who had a germ-line mutation, indicating the
coexistence of 2 different cell clones and, potentially, of 2 different
unrelated hematologic disorders in most of the patients from this
latter group. Further studies in larger series of patients with
SM-AHNMD are necessary to determine the potential clinical
significance of these observations.
In summary, in the present study we show the presence of the
D816V KITmutation in almost all SM patients, similar frequencies
being observed in all different diagnostic categories of the disease,
except WDSM. In most cases with poor-prognosis SM, as well as
in a smaller proportion of ISM, involvement of CD34 HPCs and
other hematopoietic cell compartments by the KIT-mutated clone
was detected, supporting the origin of SM in a pluripotent
hematopoietic stem cell.
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Introducción:  Recientemente  se  ha  demostrado  la  presencia  de  la  mutación 
D816V de KIT en SP de pacientes con MS en ausencia de mastocitos circulantes. 
Este  hallazgo  ha  sido  posible  gracias  al  desarrollo  y  aplicación  de  técnicas 
moleculares  de  PCR  que  tienen  una  sensibilidad  muy  elevada.  Como 
consecuencia se ha propuesto que  la detección de  la mutación D816V de KIT en 
SP  se  incluya  dentro  de  los  algoritmos  diagnósticos  de  MS.  No  obstante,  se 
desconoce cuál es  la  frecuencia exacta de pacientes que presentan  la mutación 
D816V de KIT en  SP,  si existe o no asociación  con  la presencia de  la mutación 
D816V  en  varias  líneas  celulares  hematopoyéticas  de  la  MO  y  cuál  es,  en 
definitiva, el significado biológico de la misma.  
Objetivo: En este trabajo nos propusimos determinar  la frecuencia de mutación 





de  190 pacientes, distribuidos  en  los  siguientes  subgrupos diagnósticos: MSIs+, 
132  pacientes;  MSIs‐,  44  casos;  MSA,  9  casos;  MS‐ANHMD,  2  pacientes;  y  2 
pacientes  con  síndrome  monoclonal  de  activación  mastocitaria  (cMCAS).  El 
análisis  de  la  mutación  de  KIT  se  realizó  simultáneamente  con  dos  métodos 
distintos: una técnica de PCR específica de alelo (ASO‐qPCR) y una técnica de PCR 
con  sondas  de  hibridación  específicas  e  inhibición  de  la  amplificación  del ADN 








de KIT en  la SP de  la mayoría de  los pacientes con MS  (161/190; 85%), con una 
distribución creciente desde las formas más indolentes ‐MSIs‐ (66%), MSIs+ (92%)‐ 











métodos  testados proporcionan  información  clínica útil y  complementaria   a  la 
hora de predecir  la existencia de afectación multilineal de  la hematopoyesis en 







Detection of the KIT D816V mutation in
peripheral blood of systemic mastocytosis:
diagnostic implications
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Recent studies have found the KIT D816V mutation in peripheral blood of virtually all adult systemic mastocytosis
patients once highly sensitive PCR techniques were used; thus, detection of the KIT D816V mutation in peripheral
blood has been proposed to be included in the diagnostic work-up of systemic mastocytosis algorithms.
However, the precise frequency of the mutation, the biological significance of peripheral blood-mutated cells and
their potential association with involvement of bone marrow hematopoietic cells other than mast cells still remain
to be investigated. Here, we determined the frequency of peripheral blood involvement by the KIT D816V
mutation, as assessed by two highly sensitive PCR methods, and investigated its relationship with multilineage
involvement of bone marrow hematopoiesis. Overall, our results confirmed the presence of the KIT D816V
mutation in peripheral blood of most systemic mastocytosis cases (161/190; 85%)—with an increasing frequency
from indolent systemic mastocytosis without skin lesions (29/44; 66%) to indolent systemic mastocytosis with
skin involvement (124/135; 92%), and more aggressive disease subtypes (11/11; 100%)—as assessed by the
allele-specific oligonucleotide-qPCR method, which was more sensitive (Po .0001) than the peptide nucleic
acid-mediated PCR approach (84/190; 44%). Although the presence of the KIT mutation in peripheral blood, as
assessed by the allele-specific oligonucleotide-qPCR technique, did not accurately predict for multilineage bone
marrow involvement of hematopoiesis, the allele-specific oligonucleotide-qPCR allele burden and the peptide
nucleic acid-mediated-PCR approach did. These results suggest that both methods provide clinically useful and
complementary information through the identification and/or quantification of the KIT D816V mutation in
peripheral blood of patients suspected of systemic mastocytosis.
Modern Pathology (2015) 28, 1138–1149; doi:10.1038/modpathol.2015.72; published online 12 June 2015
Systemic mastocytosis is a group of heterogeneous
disorders characterized by an abnormal accumula-
tion of clonal mast cells in different tissues, such as
the bone marrow, skin, spleen and/or the gastro-
intestinal tract.1 Owing to the heterogeneity of the
disease, the current WHO 2008 classification of
mastocytosis2 defines seven different diagnostic
categories of the disease, which vary from clinically
indolent to aggressive forms of systemic masto-
cytosis. From all WHO subtypes of mastocytosis,
indolent systemic mastocytosis is by far the most
prevalent one in adults.3 At diagnosis, the great
majority of adult indolent systemic mastocytosis
cases present with both skin and bone marrow
involvement, although a significant number of indo-
lent systemic mastocytosis cases also show symp-
toms associated with the release of mast cells
mediators in the absence of skin lesions at
diagnosis.4,5 Interestingly, virtually all (490%)6
indolent systemic mastocytosis and aggressive sys-
temic mastocytosis patients carry the KIT D816V
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somatic mutation in pathological mast cells from the
skin and bone marrow, the latter contributing (as a
minor criteria) to the diagnosis of systemic disease.
As the level of infiltration of bone marrow by tumor
mast cells is frequently low7 (eg o0.1% of bone
marrow-aspirated samples), highly sensitive mole-
cular approaches have long been required for reliable
detection of the KIT D816V mutation, even after
purification of bone marrow mast cells.8,9 Despite
this, it is now well established that, in at least one-
third of indolent systemic mastocytosis and all
aggressive systemic mastocytosis patients, bone
marrow myeloid and/or lymphoid cells other than
mast cells also carry the KIT D816V mutation
(multilineage systemic mastocytosis);6 such patients
have a greater risk for disease progression.10 Among
multilineage systemic mastocytosis patients, the
presence of the KIT D816V mutation is typically
detected in genomic DNA (gDNA) of CD34+ hema-
topoietic stem and precursor cells, eosinophils,
monocytes and maturing neutrophils, and, to a less
extent, also in T lymphocytes, in addition to bone
marrow mast cells.6,11
Altogether, these results indicate that clonal mast
cells from adult indolent systemic mastocytosis and
aggressive systemic mastocytosis patients derive
from a hematopoietic precursor with the ability
for multilineage differentiation, which already
carries the KIT D816V mutation.6,12 Thereby, the
KIT mutation should also be detectable in peripheral
blood from a significant percentage of systemic
mastocytosis cases.10 In line with this hypothesis,
new highly sensitive methods have been described,13
which allowed detection of the KIT D816V mutation
in peripheral blood leukocytes from most mastocy-
tosis cases, including 66/69 (96%) indolent systemic
mastocytosis and 3/4 cutaneous mastocytosis
investigated.9,14 Despite this, the potential relation-
ship between the presence of the KIT D816V
mutation in peripheral blood and multilineage
involvement of bone marrow hematopoiesis has not
been investigated so far. In this regard, particularly
intriguing is the potential lack of association
between the allele burden for the KIT mutation in
peripheral blood, as assessed by the allele-specific
oligonucleotide polymerase chain reaction (allele-
specific oligonucleotide-qPCR), and the clinical and
biological features of indolent systemic masto-
cytosis.9,15 Thereby, the precise biological and
clinical significance of the presence of circulating
peripheral blood KIT-mutated cells in systemic
mastocytosis still remains to be elucidated.
Here, we investigated the presence of the
KIT D816V mutation in peripheral blood from a
series of 190 KIT D816V+ systemic mastocytosis
and 2 KIT D816V+ monoclonal mast cell activa-
tion syndrome5,16 cases using a peptide nucleic
acid-mediated PCR-clamping (peptide nucleic acid-
mediated PCR) technique17 and the more recently
proposed allele-specific oligonucleotide-qPCR
approach.13 In addition, we also investigated the
presence of multilineage bone marrow involvement
by the KIT D816V mutation in highly purified bone
marrow CD34+ hematopoietic stem and precursor
cells and maturing neutrophils using both methods.
Our aim was to determine the precise frequency of
peripheral blood involvement by the KIT D816V
mutation, its relationship with the degree of involve-
ment of bone marrow hematopoiesis in indolent
systemic mastocytosis and the potential diagnostic
implications of these findings.
Materials and methods
Patients and Samples
gDNA was obtained from bone marrow and periph-
eral blood samples from a total of 192 adult patients
diagnosed with systemic mastocytosis (n=190) and
monoclonal mast cell activation syndrome (n=2)
that carry the KIT D816V mutation. These 192
KIT D816V+ cases were selected from a series of
456 consecutively diagnosed systemic mastocytosis
patients, of whom 417 (91%) had the KIT D816V
mutation, 9 (2%) had other exon 17 KIT mutations, 5
(1%) had KIT mutations in exons other than exon 17
and 25 (6%) had no detectable KIT mutations. All
patients were prospectively diagnosed and classified
between January 2008 and December 2012 at the
reference centers of the Spanish Network on Masto-
cytosis (REMA; Mast Cell Unit of the Hospital Virgen
del Valle, Toledo, Spain, and Cytometry Service of
the Cancer Research Center, Salamanca, Spain) by
the WHO 2008 criteria2 and the more recent
European Competence Network on Mastocytosis18
and REMA guidelines,3 with the following distribu-
tion: indolent systemic mastocytosis with skin
lesions, 135 cases; indolent systemic mastocytosis
without skin lesions, 44 cases; aggressive systemic
mastocytosis, 9 cases; systemic mastocytosis with an
associated hematological non-mast cells lineage
disease, 2 cases, and; monoclonal mast cell activa-
tion syndrome, 2 patients. Paired peripheral blood
and bone marrow samples from all cases were
analyzed by the peptide nucleic acid-mediated PCR
method;17 all such peripheral blood samples were
analyzed in parallel by the allele-specific oligonu-
cleotide-qPCR method. Furthermore, in a subset of
161 patients (indolent systemic mastocytosis with
skin lesions, 111; indolent systemic mastocytosis
without skin lesions, 41; aggressive systemic masto-
cytosis, 6; systemic mastocytosis with an associated
hematological non-mast cells lineage disease, 1; and
monoclonal mast cell activation syndrome, 2 cases)
in whom enough gDNA from bone marrow-purified
cell populations was available, analysis on bone
marrow cells was also performed in parallel by
allele-specific oligonucleotide-qPCR. In addition,
peripheral blood samples from a total of 35 healthy
adults were analyzed in parallel by the two PCR
methods. In all cases, informed consent was given by
KIT D816V mutation in peripheral blood
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the donor before entering the study, according to the
Declaration of Helsinki; the study was approved by
the local Ethics Committees of the two centers.
Overall, 64 of 192 patients included in this study
have been included in previously reported series of
systemic mastocytosis patients by the REMA.19–22
Isolation of Bone Marrow Cell Populations
Isolation of bone marrow mast cells, CD34+ hemato-
poietic stem and precursor cells, eosinophils,
monocytes, maturing neutrophils and lymphocytes
was performed using a four-way FACSAria III
(Becton Dickinson Bioscences, San Jose, CA, USA)
fluorescence-activated cell sorter (FACS) equipped
with the FACSDiva software (Becton Dickinson
Bioscences), as described elsewhere.6,8 The overall
purity of the FACS-sorted cell populations was syste-
matically 496% (mean±1 s.d. of 98 ± 2%), with
o0.01% contamination by bone marrow mast cells
in all purified non-mast cell fractions.
DNA Extraction and Detection of the KIT Mutation
gDNA was extracted from the different FACS-
purified bone marrow cell populations using the
GenElute Mammalian Genomic DNA Miniprep
(Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) and the
NucleoSpin Tissue XS (Macherey-Nagel, Düren,
Germany), according to the manufacturer’s instruc-
tions. In parallel, gDNA was also obtained from
unfractionated peripheral blood samples from both
systemic mastocytosis patients and healthy controls
by a salting-out method (Gentra Puregene Blood kit;
Qiagen, Hilden, Germany), following the standard
operating procedures of the Spanish National DNA
Bank Carlos III (University of Salamanca; http://
www.bancoadn.org), where gDNA from the peri-
pheral blood samples is now publicly available.
Detection of the KIT D816V mutation was per-
formed in gDNA from peripheral blood and highly
purified bone marrow cell populations using two
different methods. First, the established standard
approach based on a peptide nucleic acid-mediated
PCR technique (LightCycler 2.0, software version 3.5;
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany)
was used, as described elsewhere.6,17 Based on the
results obtained with this method on purified bone
marrow cell populations, all patients were further
subclassified as having either systemic mastocytosis
with KIT D816V mutation restricted to bone marrow
mast cells (mast cell-restricted systemic mastocyto-
sis) or systemic mastocytosis with multilineage
involvement of bone marrow hematopoiesis by the
KIT mutation (multilineage systemic mastocytosis),
following the previously defined criteria.6,10 In a
subset of 161 patients, detection of the KIT D816V
mutation was also performed in parallel in aliquots
of the same samples containing the same amount of
gDNA (200 ng per sample for peripheral blood
leukocytes, and 50 ng per sample for purified bone
marrow neutrophils and/or CD34+ hematopoietic
stem and precursor cells) using a previously des-
cribed allele-specific oligonucleotide-qPCR assay;13
for this purpose, an incubation at 95 °C for the
activation of the DNA polymerase (10min) followed
by 45 cycles of PCR amplification (denaturation at
95 °C for 10 s followed by annealing at 60 °C for 30 s
and elongation at 72 °C for 1 s) was performed in a
LightCycler 2.0 thermocycler using the LightCycler
TaqMan Master kit reagents (Roche Diagnostics).
All hybridization probes required for the peptide
nucleic acid-mediated PCR technique,6 as well as the
primers used in both techniques, were obtained from
Sigma-Aldrich, whereas the allele-specific oligonu-
cleotide-qPCR TaqMan probe13 was purchased from
Applied Biosystems (Foster City, CA, USA). As
negative and positive controls, gDNA from an adult
healthy donor and the KIT D816V mutation-positive
HMC-1560+/816+ cell line (proved to have two copies
of the KIT gene, including a KIT D816V-mutated
allele and a wild-type KIT allele)23 were system-
atically studied in parallel to both the patient and
control samples. For the identification of the most
discriminating cutoff to classify both negative vs
positive samples, as well as cases with mast cell-
restricted vs multilineage involvement of hematopoi-
esis by the KIT D816V mutation, receiver operating
characteristic curves were applied to select for the
most specific crossing threshold (Ct) value (Ct value
that provided the best sensitivity in the absence of
false-positive results); Ct o37 for negative vs posi-
tive samples and Ct o32 for mast cell-restricted vs
multilineage bone marrow involvement. For those
peripheral blood samples that were positive for the
KIT D816V mutation, as assessed by the allele-
specific oligonucleotide-qPCR method, quantifica-
tion of the mutated KIT allele burden was calculated
by plotting individual results against a standard
curve with percentages of mutated cells ranging
from 0.01 to 100%, as generated through a series of
dilutions of KIT D816V mutation-positive gDNA
from the HMC-1560+/816+ cell line into wild-type
gDNA from a pool of healthy control samples; in
turn, the allele burden for the KIT mutation in bone
marrow samples was quantified by the same allele-
specific oligonucleotide-qPCR assay using the ‘delta-
delta Ct’ (ΔΔCt) method24 to correct for the potential
presence of false-negative results owing to the low
amounts of gDNA obtained from bone marrow-
purified cell populations. The efficiency of the
ΔΔCt method was evaluated using the standard
curve regression analysis (LightCycler 3.5 software)
generated with gDNA from the HMC-1560+/816+ cell
line. Correlation of the results obtained with the two
different analytical strategies used for peripheral
blood vs bone marrow samples was performed in a
subgroup of 90 cases, in which enough gDNA from
bone marrow-purified cell populations was avail-
able, such analysis confirming that both approaches
provided highly concordant results.
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Statistical Methods
For all statistical analyses, the SPSS 20.0 software
(SPSS, Chicago, IL, USA) was used. The Mann–
Whitney U-test and the χ2 tests were used to
determine the statistical significance of the differ-
ences observed between groups; receiver operating
characteristic curve analysis was used to identify the
most discriminating cutoff for the presence of the
KIT D816V mutation in peripheral blood, as assessed
by the allele-specific oligonucleotide-qPCR method.
Sensitivity was calculated as (true positive)/(true
positive+false negative cases), specificity as (true
negative)/(true negative+false positive cases) and
overall accuracy as (true positive+true negative)/(true
positive+false positive+true negative+false negative
cases). Correlation between two variables was
assessed by the Spearman’s test (rs). P-values o0.05
were considered to be associated with statistical
significance.
Results
Multilineage Involvement of Bone Marrow Cells by the
KIT D816V Mutation
All patients (n=192) had the KIT D816V mutation in
FACS-purified bone marrow mast cells, as assessed
by the peptide nucleic acid-mediated PCR method.
In a substantial fraction of cases (67/192; 35%), the
KIT mutation was also present in other bone marrow
cell compartments such as the CD34+ hematopoietic
stem and precursor cells, eosinophils, monocytes
and maturing bone marrow neutrophils, as evaluated
by the same PCR method. In addition, in 28 cases
carrying multilineage KIT mutation, the KIT D816V
mutation was also detected by the same technique in
bone marrow T lymphocytes (28/192; 15%). The
relative distribution of cases carrying multilineage
involvement of bone marrow hematopoiesis by the
KIT mutation within the different diagnostic sub-
types of systemic mastocytosis was as follows:
indolent systemic mastocytosis without skin lesions,
5/44 cases (11%); indolent systemic mastocytosis
with skin lesions, 51/135 cases (37%); aggressive
systemic mastocytosis, 9/9; systemic mastocytosis
with an associated hematological non-mast cell
lineage disease, 2/2; and monoclonal mast cell
activation syndrome, 0/2.
Frequency of the KIT D816V Mutation in Peripheral
Blood
Overall, none of the healthy controls analyzed (0/35)
tested positive for the KIT D816V mutation in
peripheral blood by any of the two PCR methods
used. In contrast, the majority of mastocytosis
patients were positive for this KIT mutation in
peripheral blood by allele-specific oligonucleotide-
qPCR (164/192; 85%) and/or by the peptide nucleic
acid-mediated-PCR technique (84/192; 44%). Of
note, all 84 cases that tested positive for the KIT
D816V mutation with the peptide nucleic acid-
mediated PCR technique were also positive by
allele-specific oligonucleotide-qPCR. These results
indicate that while both methods are highly (100%)
specific, the allele-specific oligonucleotide-qPCR
technique is almost two times more sensitive in
peripheral blood compared with the peptide
nucleic acid-mediated PCR method (85% vs 44%;
respectively; Po0.0001). Thereby, the overall accu-
racy of the allele-specific oligonucleotide-qPCR was
clearly higher compared with that of the peptide
nucleic acid-mediated PCR (88% vs 52%, respec-
tively; Po0.0001) owing to its greater sensitivity
(Table 1).
Despite the differences described for the two
methods, their sensitivity was clearly lower among
indolent systemic mastocytosis cases without skin
lesions (indolent systemic mastocytosis without skin
lesions; n=44) compared with those showing skin
involvement (indolent systemic mastocytosis with
skin lesions; n=135): 18% vs 48% (P=0.0004) for
the peptide nucleic acid-mediated-PCR and 66% vs
92% (Po0.0001) for the allele-specific oligonucleo-
tide-qPCR, respectively. This translated into a lower
overall accuracy for the detection of the KIT
mutation in peripheral blood samples from indolent
systemic mastocytosis without skin lesions vs indo-
lent systemic mastocytosis with skin lesions cases
for the allele-specific oligonucleotide-qPCR (81% vs
93%, respectively; P=0.02) but not for the peptide
nucleic acid-mediated PCR technique (54% vs 59%,
respectively; P=0.60) (Table 2). However, the pep-
tide nucleic acid-mediated PCR method emerged as a
more accurate approach compared with the (quali-
tative) allele-specific oligonucleotide-qPCR method
(overall accuracy of 83% vs 48%, respectively)
in predicting the multilineage involvement of bone
marrow hematopoiesis by the KIT mutation
(Table 1), based on peripheral blood analysis when
the qualitative threshold for positivity (Cto37;
corresponding to an allele burden of 0.01%) by
the allele-specific oligonucleotide-qPCR method
was used. Thus, while the former method showed
a lower sensitivity (88% vs 98%; P=0.02), it
had a significantly higher specificity (80% vs 22%;
Po0.0001) (Table 1). Of note, when patients
(n=161) were classified according to the degree of
involvement of hematopoiesis by the mutation as
carrying mast cell-restricted vs multilineage KIT
mutation using the (qualitative) allele-specific oligo-
nucleotide-qPCR instead of the peptide nucleic acid-
mediated-PCR method for the analysis of purified
bone marrow maturing neutrophils, the overall
accuracy of both methods was also similar (52% vs
56%, P40.05); despite this, the qualitative allele-
specific oligonucleotide-qPCR method still showed a
lower specificity compared with the peptide nucleic
acid-mediated PCR method (18% vs 63%;
Po0.0001) in association with a significantly higher
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sensitivity (90% vs 49%; Po0.01) (Table 3). Inter-
estingly, the overall accuracy of the peptide nucleic
acid-mediated PCR method evaluated in peripheral
blood to predict for the presence of multilineage
involvement of hematopoiesis by the KIT mutation
was higher among indolent systemic mastocytosis
without skin lesions (93%) vs indolent systemic
mastocytosis with skin lesions (77%) patients
(P=0.02), whereas it was similar for both patient
groups for the qualitative (negative vs positive
peripheral blood KIT mutation) allele-specific oligo-
nucleotide-qPCR approach (45% vs 44%, respec-
tively) (Table 2). As expected, the peripheral blood
KIT D816V-positive allele burden observed among
patients with mast cell-restricted KIT mutation
(n=98) was significantly lower (Po0.0001) com-
pared with that of multilineage systemic masto-
cytosis patients (n=66) with a mean percentage ±
1 s.d. of KIT- mutated cells of 1.9 ± 2% vs 15± 20%,
respectively (Figure 1a). Thereby, when the most
specific cutoff (corresponding to an allele burden of
6% by the allele-specific oligonucleotide-qPCR
method) was selected, to increase the specificity for
the discrimination between mast cell-restricted vs
multilineage systemic mastocytosis cases through
analysis of peripheral blood samples by the allele-
specific oligonucleotide-qPCR method, a similar
overall accuracy was obtained for the quantitative
allele-specific oligonucleotide-qPCR vs the peptide
nucleic acid-mediated PCR method (82% vs 83%;
P40.05). Nevertheless, it should be noted that based
on the KIT D816V allele burden of 6% by quantita-
tive allele-specific oligonucleotide-qPCR virtually
all mast cell-restricted systemic mastocytosis
patients were correctly classified, whereas only half
(33/67) of all multilineage systemic mastocytosis
patients were identified as such (49% sensitivity;
99% specificity) (Figure 1a). Similar results were
observed once indolent systemic mastocytosis cases
were subdivided into indolent systemic mastocytosis
without skin lesions and indolent systemic masto-
cytosis with skin lesions patients: 60% and 44%
sensitivity and 99% and 98% specificity, and a 93%
and 76% overall accuracy, respectively (Figure 1b).
Degree of Involvement of Distinct Bone Marrow Cell
Compartments from Systemic Mastocytosis Patients
by the KIT D816V Mutation as Defined by the
Allele-Specific Oligonucleotide-qPCR vs the Peptide
Nucleic Acid-Mediated-PCR Techniques
In a subset of 152/179 indolent systemic mastocy-
tosis patients, in whom enough gDNA from purified
Table 1 Comparative analysis of the performance of the peptide nucleic acid-mediated-PCR vs the allele-specific oligonucleotide-qPCR
methodsa
Prediction for the KIT mutation (patients, n=192; controls, n=35)
PNA-mediated-PCR Qualitative ASO-qPCR P-value
True positive 84/192 (44%) 164/192 (85%)
False positive 0/35 (0%) 0/35 (0%)
True negative 35/35 (100%) 35/35 (100%)
False negative 108/192 (56%) 28/192 (15%)
Sensitivity 44% 85% o0.0001
Specificity 100% 100% NS
Overall accuracy 52% 88% o0.0001
Prediction for multilineage KIT mutation (mast cell-restricted systemic mastocytosis,
n=125; multilineage systemic mastocytosis, n=67)
PNA-mediated-PCR
ASO-qPCR
Qualitative T40.01% P-value Quantitative T46% P-value
True positive 59/67 (88%) 66/67 (98%) 33/67 (49%)
False positive 25/125 (20%) 98/125 (78%) 1/125 (1%)
True negative 100/125 (80%) 27/125 (22%) 124/125 (99%)
False negative 8/67 (12%) 1/67 (2%) 34/67 (51%)
Sensitivity 88% 98% 0.02 49% o0.0001
Specificity 80% 22% o0.0001 99% o0.0001
Overall accuracy 83% 48% o0.0001 82% NS
Abbreviations: ASO: allele-specific oligonucleotide; false negative case: case that meets the condition but tested negative; false positive case: case
that does not meet the condition but tested positive; NS: not statistically significantly different; PNA: peptide nucleic acid; T: threshold.
Systemic mastocytosis patients were classified as having mast cell-restricted or multilineage KIT mutation according to the results of peptide
nucleic acid-mediated PCR analysis of gDNA from purified bone marrow cell populations, as described in the Material and Methods section.
aFor detection of the KIT D816V mutation in peripheral blood gDNA and prediction for the presence of the KIT D816V mutation in bone marrow
mast cells and other hematopoietic cells from KIT D816V+ systemic mastocytosis (n=190) and clonal mast cell activation syndrome (n=2) patients.
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Table 2 Detection of the KIT mutation in peripheral blood gDNA from indolent systemic mastocytosis patients (n=179) grouped
according to the presence vs absence of skin lesions by the peptide nucleic acid-mediated-PCR vs the allele-specific oligonucleotide-qPCR
assaysa
Prediction for the KIT mutation
Indolent systemic mastocytosis
without skin lesionsb (n=44)
Indolent systemic mastocytosis






Sensitivity 18% 66% o0.0001 48% 92% o0.0001
Specificity 100% 100% NS 100% 100% NS
Overall accuracy 54% 81% 0.007 59% 93% o0.0001
Prediction for multilineage KIT mutation
Indolent systemic mastocytosis
without skin lesionsb (n=44)
Indolent systemic mastocytosis













Sensitivity 100% 100% NS 60% NS 84% 98% 0.01 44% o0.0001
Specificity 92% 38% o0.0001 100% NS 74% 12% o0.0001 98% o0.0001
Overall accuracy 93% 45% o0.0001 93% NS 77% 44% o0.0001 76% NS
Abbreviations: ASO: allele-specific oligonucleotide; NS: not statistically significantly different; PNA-PCR: peptide nucleic acid-mediated PCR; T:
threshold.
Systemic mastocytosis patients were classified as having mast cell-restricted or multilineage KIT mutation according to the results of peptide
nucleic acid-mediated PCR analysis of gDNA from purified bone marrow cell populations, as described in the Material and Methods section. All
aggressive systemic mastocytosis cases (n=9) and systemic mastocytosis with an associated hematological non-mast cell lineage disease (n=2) had
multilineage KIT mutation and they were all positive in peripheral blood gDNA by the two methods. Conversely, the two monoclonal mast cell
activation syndrome patients showed mast cell-restricted KIT mutation in the bone marrow and they were both negative in peripheral blood by the
two methods evaluated.
aUtility of the two methods to predict for both the presence of the KIT D816V mutation in bone marrow mast cells and the presence of multilineage
bone marrow involvement by the KIT mutation.
bThirty-nine indolent systemic mastocytosis without skin lesions cases had mast cell-restricted KIT mutation and five showed multilineage
involvement of hematopoiesis.
cEighty-four indolent systemic mastocytosis with skin lesion cases had mast cell-restricted KIT mutation and 51 multilineage KIT mutation.
Table 3 Performance of the peptide nucleic acid-mediated-PCR vs the allele-specific oligonucleotide-qPCR methods in detecting the KIT
mutation in peripheral blood gDNA and predicting for the presence of multilineage KIT mutation by allele-specific oligonucleotide-qPCR
analysis of purified bone marrow maturing neutrophils
Prediction for multilineage KIT mutation(mast cell-restricted systemic mastocytosis,
n=84; multilineage systemic mastocytosis, n=77)
PNA-mediated-PCR
ASO-qPCR
Qualitative T40.01% P-value Quantitative T46% P-value
True positive 38/77 (49%) 69/77 (90%) 19/77 (25%)
False positive 31/84 (37%) 69/84 (82%) 7/84 (8%)
True negative 53/84 (63%) 15/84 (18%) 77/84 (92%)
False negative 39/77 (51%) 8/77(10%) 58/77(75%)
Sensitivity 49% 90% 0.01 25% 0.002
Specificity 63% 18% o0.0001 92% o0.0001
Overall accuracy 56% 52% NS 60% NS
Abbreviations: ASO: allele-specific oligonucleotide; false negative case: case that meets the condition but tested negative; false positive case: case
that does not meet the condition but tested positive; NS: not statistically significantly different; PNA: peptide nucleic acid; T: threshold.
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bone marrow CD34+ hematopoietic stem and pre-
cursor cells and/or maturing neutrophils was avail-
able, we investigated the frequency of cases showing
the KIT D816V+ mutation in both purified bone
marrow cell populations also using the allele-
specific oligonucleotide-qPCR method (all these
cases had already been tested and classified as
having mast cell-restricted or multilineage involve-
ment of bone marrow hematopoiesis by the KIT
mutation by the peptide nucleic acid-mediated PCR
method). Overall, allele-specific oligonucleotide-
qPCR showed the presence of the KIT mutation in
purified CD34+ hematopoietic stem and precursor
cells and maturing neutrophils from 76/105 (72%)
and 71/152 (46%) indolent systemic mastocytosis
cases analyzed, respectively (Figure 2a). In detail,
virtually all cases (39/43; 93%) who were classified
by the peptide nucleic acid-mediated PCR assay as
having multilineage involvement of hematopoiesis
by the KIT mutation showed involvement of CD34+
hematopoietic stem and precursor cells (28/30, 93%)
and/or maturing neutrophils (25/43, 58%) also by
the allele-specific oligonucleotide-qPCR technique.
Additionally, a great proportion of cases (73/109;
67%) with mast cell-restricted bone marrow involve-
ment by the KIT mutation, as assessed by the peptide
nucleic acid-mediated PCR method, also showed
involvement of CD34+ hematopoietic stem and
precursor cells (48/75; 64%) and/or maturing
neutrophils (46/109; 42%) by the KIT mutation by
the allele-specific oligonucleotide-qPCR assay. As
expected, lower frequencies of KIT D816V+ CD34+
hematopoietic stem and precursor cells (mean±1 s.d.
of 6.6% vs 21±26%; P=0.001) and maturing neutro-
phils (mean±1 s.d. of 17±32% vs 31%±35%;
P=0.0003) were observed with the allele-specific
oligonucleotide-qPCR technique among those positive
cases that showed mast cell-restricted vs multilineage
involvement of hematopoiesis by the peptide nucleic
acid-mediated-PCR method (Figure 2b).
Correlation Between the Percentage of KIT D816V-
Mutated Bone Marrow CD34+ Hematopoietic Stem and
Precursor Cells and Maturing Neutrophils and that of
Peripheral Blood Leukocytes as Detected by Allele-
Specific Oligonucleotide-qPCR
Overall, no significant correlation (P40.05) was
observed between the percentage of bone marrow
CD34+ hematopoietic stem and precursor cells and
maturing neutrophils carrying the KIT D816V muta-
tion by allele-specific oligonucleotide-qPCR, when
all cases were analyzed together (Figure 3a); how-
ever, this correlation increased towards statistical
significance (rs = 0.61; P=0.007) when the analysis
was restricted to those cases that simultaneously
showed the mutation in the above two cell popula-
tions (Figure 3b). Most interestingly, only a margin-
ally statistically significant correlation was found
between the percentage of bone marrow maturing
neutrophils and the percentage of peripheral blood
leukocytes carrying the KIT mutation, when all
cases were analyzed together (rs = 0.33; P=0.02)
(Figure 3c); once again, when we restricted the
analysis to those cases that showed the KIT mutation
in both cell populations, the degree of correlation
increased (rs = 0.60; P=0.002) (Figure 3d). In turn, a
marginal degree of correlation was observed between
the level of involvement of bone marrow CD34+
hematopoietic stem and precursor cells and that of
Figure 1 KIT D816V-positive allele burden in peripheral blood
leukocytes from systemic mastocytosis patients, as assessed by
allele-specific oligonucleotide-qPCR. The percentage of KIT
D816V+ peripheral blood leukocytes grouped according to the
degree of bone marrow involvement by the KIT mutation as
defined by the conventional peptide nucleic acid-mediated-PCR
technique is displayed. In (a), the percentage of KIT-positive
peripheral blood leukocytes in the overall group of systemic
mastocytosis patients is shown, whereas in (b), the percentage of
KIT-positive peripheral blood leukocytes among indolent systemic
mastocytosis without skin lesions and indolent systemic masto-
cytosis with skin lesions patients is displayed. Notched boxes
extend from the 25th to 75th percentile values; the lines in the
middle and vertical lines correspond to median values and the
10th and 90th percentiles, respectively, whereas the horizontal
dotted line corresponds to the 6% cutoff allele burden by allele-
specific oligonucleotide-qPCR.
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peripheral blood leukocytes, both when we analyzed
all cases together (rs = 0.34; P=0.02) (Figure 3e) and
only those cases where the two cell populations were
simultaneously positive for the KIT D816V mutation
(rs = 0.25; P=0.16) (Figure 3f).
Discussion
Currently, it is well established that ~ 90% of adult
systemic mastocytosis patients carry the KIT D816V
mutation in bone marrow mast cells,6,10 as also
found in our series of 456 cases from which the 192
KIT D816V patients here reported were selected.
Moreover, virtually all aggressive systemic mastocy-
tosis cases, as well as around one-fourth of indolent
systemic mastocytosis patients,6 present multiline-
age involvement of bone marrow cell compartments
other than mast cells by the KIT mutation,11,12,25,26
this being considered as the most powerful prognos-
tic factor for disease progression among adult
indolent systemic mastocytosis patients.7,10,27
Recently, several groups9,13,14 have confirmed the
feasibility of detecting the KIT mutation in peri-
pheral blood leukocytes; consequently, sensitive
allele-specific oligonucleotide-qPCR approaches for
peripheral blood detection of the KIT D816V
mutation13,28 have been included in recent consen-
sus diagnostic algorithms18 owing to the less inva-
sive diagnostic approach in peripheral blood vs bone
marrow. However, careful analysis of the literature
shows discrepant results regarding both the fre-
quency of systemic mastocytosis cases who are
KIT D816V+ in peripheral blood and the prognostic
impact of the KIT D816V allele burden. Thus,
while Kristensen et al.9,29 reported positive rates in
peripheral blood samples of indolent systemic
mastocytosis cases between 96% and 100%, Erben
et al.30 only found 46% of indolent systemic
mastocytosis patients to be positive in peripheral
blood using a different allele-specific quantitative
real-time PCR method. In turn, whereas Erben et al.30
suggested that a greater amount of KIT D816V+ cells
in peripheral blood is associated with a poorer
outcome, the Danish group15 did not find any
correlation between the allele burden for the KIT
D816V mutation and the clinical manifestations of
indolent systemic mastocytosis. Overall, such appar-
ently discrepant results could be explained by the
fact that different approaches were used to assess
peripheral blood involvement by the KIT mutation
(analysis on gDNA9,13 vs cDNA30), which therefore
might have different sensitivities. Of note, no study
has been reported so far in which paired peripheral
blood and bone marrow samples had been analyzed
in large series of systemic mastocytosis cases by two
or more (highly sensitive) PCR methods,28 to clarify
such discrepancies. Furthermore, the precise rela-
tionship between the presence of KIT D816V+ cells
in peripheral blood and multilineage involvement of
bone marrow hematopoiesis by the KIT mutation
also remains unknown.
In this study, we compared the performance of
the two most widely accepted methods28 (peptide
nucleic acid-mediated PCR-clamping technique17 vs
allele-specific oligonucleotide-qPCR13), which are
currently used to detect the KIT D816V mutation in
clinical diagnostic laboratories, on the same gDNA
samples obtained from paired peripheral blood
leukocytes and highly purified bone marrow CD34+
hematopoietic stem and precursor cells and matur-
ing neutrophils, from a large cohort of systemic
Figure 2 Frequency and degree of involvement of bone marrow
isolated cells from indolent systemic mastocytosis patients
grouped according to the presence of mast cell-restricted vs
multilineage involvement of hematopoiesis by the KIT D816V+ as
assessed by the allele-specific oligonucleotide-qPCR method.
Frequency and degree of involvement by the KIT D816V mutation
of FACS-purified bone marrow CD34+ hematopoietic stem and
precursor cells and maturing neutrophils from indolent systemic
mastocytosis patients as assessed by the allele-specific oligonu-
cleotide-qPCR technique. In (a), the overall frequency of indolent
systemic mastocytosis cases carrying the KIT D816V mutation in
bone marrow CD34+ hematopoietic stem and precursor cells and
maturing neutrophils by the allele-specific oligonucleotide-qPCR
method is shown, whereas in (b), the percentage of bone marrow
CD34+ hematopoietic stem and precursor cells and maturing
neutrophils carrying the KIT D816V mutation by allele-specific
oligonucleotide-qPCR among indolent systemic mastocytosis
cases who tested positive for the mutation by this technique,
grouped according to the degree of bone marrow involvement by
the KIT mutation as defined by the conventional peptide nucleic
acid-mediated-PCR technique is displayed. Notched boxes extend
from the 25th to 75th percentile values; the lines in the middle and
vertical lines correspond to median values and the 10th and 90th
percentiles, respectively.
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mastocytosis patients. To the best of our knowledge,
this is the only series of systemic mastocytosis
patients in which both methods have been per-
formed in parallel to evaluate their accuracy in both
detecting the KIT mutation in peripheral blood and
determining its relationship with multilineage invol-
vement of bone marrow hematopoiesis.
Overall, our results confirmed that allele-specific
oligonucleotide-qPCR is significantly more sensitive
than peptide nucleic acid-mediated PCR to identify
Figure 3 Correlation between the percentage of KIT D816V mutated bone marrow CD34+ hematopoietic stem and precursor cells and
maturing neutrophils and peripheral blood leukocytes in systemic mastocytosis patients. Analysis of the KIT D816V mutation is shown for
all indolent systemic mastocytosis patients for whom paired bone marrow CD34+ hematopoietic stem and precursor cells plus maturing
neutrophils and peripheral blood leukocytes were studied (n=49). In (a) and (b), the correlation between the percentage of KIT D816V
bone marrow CD34+ hematopoietic stem and precursor cells (Y axis) and maturing neutrophils (X axis) is shown for all cases evaluated
(a) and only for those patients who had the D816V mutation in both bone marrow cell subsets (n=18), respectively (b). (c) and (d) The
correlation between the percentage of KIT-mutated peripheral blood nucleated cells (X axis) and bone marrow-purified CD34+
hematopoietic stem and precursor cells (Y axis) for all cases tested (n=49) and for those cases who were D816V positive in both cell
populations (n=24), respectively. (e) and (f) The correlation between the percentage of KIT-mutated peripheral blood nucleated cells
(X axis) and maturing neutrophils (Y axis) for all cases evaluated (n=49) and for those cases who were D816V-positive in both cell
populations (n=33), respectively.
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the KIT D816V mutation in both peripheral blood
leukocytes and purified bone marrow cell popula-
tions, in line with the higher frequencies of KIT
mutated cases reported in the literature with the
former technique.9,29 In contrast, both methods
showed an overall similar accuracy to predict for
mast cell-restricted vs multilineage bone marrow
involvement by the KIT mutation based on peri-
pheral blood screening, whenever quantitative (the
KIT allele burden) instead of qualitative (negative
vs positive peripheral blood for the KIT mutation)
allele-specific oligonucleotide-qPCR results were
used. Of note, similar results were observed when
we restricted the analysis to indolent systemic
mastocytosis patients grouped according to the
presence vs absence of skin lesions, although both
a lower sensitivity and overall accuracy for the
detection of the KIT D816V mutation were observed
among indolent systemic mastocytosis without skin
lesions vs indolent systemic mastocytosis with skin
lesions cases for the qualitative allele-specific oligo-
nucleotide-qPCR vs both the allele-specific oligonu-
cleotide-qPCR allele burden and the peptide nucleic
acid-mediated PCR method. Thus, while the quanti-
tative allele-specific oligonucleotide-qPCR and the
peptide nucleic acid-mediated-PCR methods showed
a great efficiency in classifying indolent systemic
mastocytosis with skin lesions and indolent systemic
mastocytosis without skin lesions patients as having
mast cell-restricted vs multilineage bone marrow
disease, the qualitative allele-specific oligonucleo-
tide-qPCR approach showed a similarly poorer
performance in the two subgroups of indolent
systemic mastocytosis patients owing to its lower
specificity. Noteworthy, similar results were also
obtained when multilineage involvement of bone
marrow hematopoiesis was defined by the presence
of KIT-mutated bone marrow maturing neutrophils
by allele-specific oligonucleotide-qPCR. Altogether,
these results support the recent consensus proposal,
to introduce the use of allele-specific oligo-
nucleotide-qPCR analysis of peripheral blood leuko-
cytes in the diagnostic screening of systemic
mastocytosis.9,18 However, caution should be taken
in systemic mastocytosis cases presenting with mast
cell activation-associated symptoms (e.g., anaphy-
laxis) in the absence of skin lesions if the mutation is
not detected, because around one-third of indolent
systemic mastocytosis without skin lesions cases
carrying the KIT D816V mutation in bone marrow
cells this mutation could not be detected in peri-
pheral blood by either of the methods. More
importantly, no clear association was found between
the qualitative allele-specific oligonucleotide-qPCR
method and multilineage involvement of bone
marrow hematopoiesis using the presence of the
mutation in peripheral blood; in contrast, the
KIT allele burden by (quantitative) allele-specific
oligonucleotide-qPCR and the detection of the KIT
D816V+ mutation in peripheral blood cells by the
peptide nucleic acid-mediated PCR method were
both highly predictive for multilineage involvement
of bone marrow hematopoiesis.
To clarify the lack of correlation between the
qualitative allele-specific oligonucleotide-qPCR and
peptide nucleic acid-mediated PCR methods, we
investigated the presence of the KIT mutation in
highly purified compartments of bone marrow
CD34+ hematopoietic stem and precursor cells and
maturing neutrophils with both techniques, and
compared them with the peripheral blood results.
As expected, the allele-specific oligonucleotide-
qPCR method detected involvement of CD34+ hema-
topoietic stem and precursor cells and/or maturing
neutrophils in a higher proportion of cases compared
with the peptide nucleic acid-mediated PCR method,
but with a lower median allele burden in the
negative vs positive cases for the latter approach.
Altogether, these results support the established
notion that systemic mastocytosis is a stem cell
disease,6,12,31 a notion that is further demonstrated
here by the high rate of involvement of CD34+
hematopoietic stem and precursor cells and other
non-mast cells lineages by the KIT D816V mutation.
Nonetheless, no significant correlation was found
between the percentage of bone marrow CD34+
hematopoietic stem and precursor cells, as well as
maturing neutrophils carrying the KIT D816V muta-
tion, with a significant proportion of cases showing
the mutation in CD34+ hematopoietic stem and
precursor cells but not in maturing neutrophils. This
suggests that the presence of the KIT mutation in a
small percentage of CD34+ hematopoietic stem and
precursor cells could most likely be associated with
maturation towards cell lineages other than the
neutrophil lineage, for example, mast cells and
potentially also other minor myeloid lineages such
as the eosinophil and basophil lineages.12,32 In line
with this hypothesis, although a significant correla-
tion was found between the percentage of bone
marrow maturing neutrophils (and CD34+ hemato-
poietic stem and precursor cells) and the proportion
of peripheral blood leukocytes carrying the KIT
mutation, such correlation was only marginal. These
results further suggest that cell compartments other
than the neutrophils and CD34+ hematopoietic stem
and precursor cells also contribute to the peripheral
blood allele burden. Alternatively, the lack of
association between the presence of the KIT muta-
tion in bone marrow CD34+ hematopoietic stem and
precursor cells and maturing neutrophils or periph-
eral blood leukocytes could be due to contamination
of bone marrow CD34+ hematopoietic stem and
precursor cells samples by low numbers of bone
marrow mast cells carrying the KIT mutation, which
seems unlikely since this was systematically ruled
out for all sorted cell populations.
Altogether, these results might also contribute to
explain the different degree of association observed
between each of the two (peptide nucleic acid-
mediated PCR and qualitative allele-specific oligo-
nucleotide-qPCR) methods and multilineage bone
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marrow involvement by the KIT mutation. Thus, the
KIT-mutated cell fractions detected by the allele-
specific oligonucleotide-qPCR method could consist
of minor circulating peripheral blood cells such as
CD34+ hematopoietic stem and precursor cells,
circulating mast cells progenitors and/or basophils,
which were not systematically investigated to define
multilineage bone marrow involvement by the
peptide nucleic acid-mediated PCR method. At the
same time, our results suggest that a minimum
number of mutated cells circulating in peripheral
blood may be required to identify bone marrow
multilineage involvement in peripheral blood, as
suggested by the better results found once the
qualitative results of the allele-specific oligonucleo-
tide-qPCR technique were replaced by a quantitative
(allele burden) threshold. In line with this,
Hoermann et al.14 recently showed that systemic
mastocytosis with a higher bone marrow allele
burden (42%) have a greater probability of showing
disease progression. However, it should be noted
that, despite the higher allele burden for the KIT
mutation observed in our series in the peripheral
blood of cases showing multilineage vs mast cell-
restricted KIT mutation, still half of systemic
mastocytosis patients who showed multilineage
bone marrow involvement had KIT allele burden
values in peripheral blood below the most specific
cutoff identified (6% KIT-mutated peripheral blood
cells). These results did not allow us to validate the
peripheral blood allele burden (6%) to stratify
systemic mastocytosis patients according to their
probability of showing multilineage bone marrow
involvement by the KIT mutation. Therefore, further
studies in large series of indolent systemic mastocy-
tosis patients with a long follow-up are required to
establish the prognostic value of the peripheral blood
allele burden.
In summary, our results confirm the presence of
the KIT mutation in peripheral blood of most
systemic mastocytosis patients by the allele-specific
oligonucleotide-qPCR method, particularly among
indolent systemic mastocytosis with skin lesions and
aggressive systemic mastocytosis cases, and also in
the majority of indolent systemic mastocytosis with-
out skin lesions patients. In addition, we also show
that the allele burden of KIT-mutated peripheral
blood cells by this method or the established peptide
nucleic acid-mediated PCR approach can accurately
predict for the presence of multilineage involvement
of bone marrow hematopoiesis by the KIT mutation
and may therefore be used as a surrogate marker for
multilineage disease.
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afectación  de  la  hematopoyesis  que  favorecería  la  adquisición  de  (otras) 
mutaciones secundarias en células ya portadoras de  la mutación D816V,  lo cual 
podría explicar el mayor riesgo de progresión de este grupo de pacientes.    
Objetivo:  En  este  trabajo  nos  propusimos  investigar  la  posible  presencia  de  la 
mutación  D816V  de  KIT  en  MSC  de  MO  de  pacientes  con  MSI  y  mutación 
multilineal con el fin de determinar el posible  impacto que tendría este hallazgo 
en la progresión clínica y el pronóstico de los pacientes con MSI. 
Pacientes, materiales  y métodos:  En  conjunto,  analizamos  la  presencia  de  la 
mutación  D816V  de  KIT  en  gADN  proveniente  de  poblaciones  celulares 
purificadas de MO de 83 pacientes con MSI. La mediana de seguimiento de estos 
pacientes en el momento de cerrar este estudio era de 116 meses. El análisis de 
la  mutación  D816V  de  KIT  se  realizó  en  paralelo  mediante  técnica  de  PCR 
específica  de  alelo  (ASO‐qPCR)  y  técnica  de  PCR  con  bloqueo  de  la  secuencia 










27%)  tenían  también  afectadas  por  la  mutación  otras  líneas  celulares 
hematopoyéticas de  la MO. En este sentido, también cabe resaltar que el grado 
de afectación de  la hematopoyesis por  la mutación D816V de KIT en pacientes 
con  alteración  de  las  MSC  incluía,  con  elevada  frecuencia,  la  afectación 
simultánea de  las  líneas mieloide  y  linfoide  (59%  vs. 22% en  los pacientes  con 
afectación multilineal en ausencia de  la mutación en  las MSC; P= 0.03). Por otra 
parte,  los pacientes con MSC negativas para  la mutación de KIT presentaban un 
patrón  clonal  (100%)  de  inactivación  del  cromosoma  X  en  sus  mastocitos 
patológicos, mientras que  los sujetos que presentaban MSC mutadas mostraban 
en  su  mayoría  (64%)  un  patrón  policlonal  (P=0.01).  Desde  el  punto  de  vista 




Conclusiones: En este  trabajo demostramos por primera vez,  la presencia de  la 
mutación D816V de KIT en MSC de una proporción significativa de pacientes con 
MSI,  asociándose  con  frecuencia  a  un  patrón  policlonal  de  inactivación  del 
cromosoma  X  en  los mastocitos  patológicos.  Estos  hallazgos  sugieren  que  en 
estos  pacientes  el  evento mutagénico  podría  ocurrir  en  una  célula  precursora 
común, capaz de diferenciarse a CPH y MSC, de forma previa a la inactivación del 
cromosoma  X  en mujeres. Desde  un  punto  de  vista  clínico,  la  presencia  de  la 
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• Acquisition of the KIT D816V mutation in an early pluripotent progenitor cell 
confers ISM cases a greater risk for disease progression. 
• Despite the early acquisition of the KIT mutation, onset of clinical symptoms of 
ISM is often delayed to the middle-adulthood. 
ABSTRACT 
Multilineage involvement of bone marrow (BM) hematopoiesis by the somatic 
KIT D816V mutation is present in a subset of adult indolent systemic mastocytosis 
(ISM) patients in association with a poorer prognosis. Here we investigated the potential 





involvement of BM mesenchymal stem cells (MSC) from ISM patients by the KIT 
D816V mutation and its potential impact on disease progression and outcome. The KIT
D816V mutation was investigated in highly-purified BM MSC and other BM cell 
populations from 83 ISM patients followed for a median of 116 months. KIT D816V-
mutated MSC were detected in 22/83 (27%) cases. All MSC-mutated patients had 
multilineage KIT mutation (100% vs 30%, p=0.0001) and they more frequently showed 
involvement of lymphoid plus myeloid BM cells (59% vs 22%; P=.03) and a polyclonal 
pattern of inactivation of the X-chromosome of KIT-mutated BM mast cells (64% vs 
0%; P=0.01) vs other multilineage ISM cases. Moreover, presence of KIT-mutated 
MSC was associated with more advanced disease features of ISM, a greater rate of 
disease progression (50% vs 17%; P=.04) and a shorter progression-free survival at 10, 
20 and 30 years (P≤.003). Overall, these results support the notion that ISM patients 
with mutated MSC may have acquired the KIT mutation in a common pluripotent 
progenitor cell, prior to differentiation into MSC and hematopoietic precursor cells, 
before the X-chromosome inactivation process occurs. From a clinical point of view, 
acquisition of the KIT mutation in an earlier BM precursor cell confers a significantly 
greater risk for disease progression and a poorer outcome.  






The KIT D816V mutation1 is the most common genetic alteration of systemic 
mastocytosis (SM)2,3 being present in >95% of adults with indolent (ISM) and 
aggressive (ASM) SM4. Therefore, on its own this mutation cannot explain the different 
clinical outcomes5 of indolent cases that show a normal life expectancy (e.g. most 
ISM)6,7 versus the more severe forms of SM -i.e. ASM and mast cell leukemia (MCL)- 
in whom patient’s outcome is significantly compromised8. Thus, secondary genetic 
lesions on top of the KIT mutation or upon cooperation with a particular genetic 
background are potentially needed for malignant transformation of ISM into severe 
disease9-11.
In recent years, we have shown that around one-third of ISM patients carry 
multilineage myeloid and/or lymphoid involvement of hematopoiesis by the KIT
D816V mutation in bone marrow (BM) cell compartments other than mast cells (MC)4,
this being associated with a higher risk for disease progression7. Altogether, these 
results suggest that occurrence of the KIT D816V mutation in an early precursor cell 
could be associated with higher numbers of mutated hematopoietic progenitors, a 
greater extent of involvement of hematopoiesis by the mutation and a higher probability 
of progression of ISM to advanced disease -e.g. ASM, MCL and SM associated to other 
hematological non-MC diseases (SM-AHNMD)-. 
The potential occurrence of the KIT mutation in an uncommitted hematopoietic 
stem and precursor cell (HPC) was first evidenced by the demonstration of this mutation 
in multiple non-MC myeloid12-15 and also lymphoid12,15,16 cells, in addition to 
CD34+HPC4. In parallel, involvement of a multipotent CD34+/CD38-HPC has also been 
demonstrated in other myeloproliferative neoplasms (MPN), myelodysplastic 





syndromes (MDS)17-19, and acute myeloid leukemia20,21. Moreover, the AHNMD cells 
from SM-AHNMD patients often carry the KIT D816V mutation22-24 supporting a 
common clonal origin for both disease components in an HPC with multilineage 
potential.  
Despite the above, at present it still remains to be established whether in SM the 
somatic KIT D816V mutation occurs at the level of CD34+HPC or at an earlier 
precursor cell. Most likely, early (indolent) forms of SM are accumulative diseases with 
limited proliferation and expansion of clonal MC25-27; in aggressive cases, additional 
secondary genetic alterations9 are likely to occur in KIT D816V+ precursors. The earlier 
the KIT mutation would emerge, the greatest extent of involvement of hematopoiesis 
would occur with a potentially greater risk for additional secondary genetic alterations 
and progression of the disease. In this regard, mesenchymal stem cells (MSC) have been 
long described as precursor cells that have the ability for differentiation into various 
mesodermal lineages and tissues28. MSC are present in the BM stroma to provide 
microenvironmental support to HPC with whom they share an ontogenic link29,30.
Despite MSC share cytogenetic alterations with HPC in MPN, MDS and other 
hematological conditions31-34, no study has been reported so far in which the presence of 
the KIT D816V mutation is investigated in BM MSC from ISM patients.  
Here we investigated the potential involvement of BM MSC by the KIT D816V 
mutation in a cohort of 83 ISM patients in order to determine its potential impact on 
disease progression and patient outcome. 






Patients. Eighty-three patients (37 men and 46 women; median age at diagnosis of 42 
years) diagnosed with ISM at the reference centres of the Spanish Network on 
Mastocytosis (REMA, Toledo, Spain) were selected from a series of 169 consecutive 
ISM patients (43 cases having MC-restricted and 40 multilineage KIT mutation 
according to previously defined criteria7) and prospectively included in this study. 
Patient selection (n=83) was based on the availability of sufficient (≥ 3x103) highly-
purified BM MSC to perform further molecular analyses. Diagnosis and classification 
of SM was made according to the World Health Organization (WHO) 200835 and the 
more recent European Competence Network on Mastocytosis36 criteria. Prior to entering 
the study, patients gave their written informed consent to participate according to the 
Declaration of Helsinki; the study was approved by the local institutional Ethics 
Committees. 
Follow-up studies and disease progression. At diagnosis, and subsequently every 6-12 
months, or whenever disease progression was suspected, a complete clinical and 
physical examination, including a BM study, a skin biopsy, evaluation of serum 
baseline tryptase levels and bone lesions, were performed, as previously described7.
Disease progression was defined as transformation of ISM into a more 
aggressive subtype of mastocytosis35,36 including smoldering SM (SSM), ASM and/or 
SM-AHNMD, after a median follow-up from disease onset of 116 months (range: 28 to 
544 months). In detail this included emergence of ≥2 “B” findings (i.e. organomegaly 
without impaired organ function; BM infiltration with >30% of focal and dense 
aggregates of MC; serum tryptase >20ng/ml; dysplasia or myeloproliferation with non 
AHNMD and normal blood counts) in the absence (e.g. SSM) or in the presence (ASM) 





of ≥1 “C” findings (i.e. organomegaly with organ failure; BM dysfunction with 
cytopenia; large osteolytic lesions and/or pathological fractures; malabsorption with 
weight loss) according to the WHO criteria.35
Immunophenotypic characterization of BM cell populations. Fresh EDTA-
anticoagulated BM aspirated samples collected from the iliac crest, were used for 
multiparameter flow cytometry immunophenotypic analysis of BM cell populations, 
after they had been stained with a large panel of monoclonal antibodies (MoAbs) (Table 
1), following previously described protocols37.
Purification of MC, MSC and other BM cell populations. Isolation of antibody-
stained (Table 1) BM cell populations was performed using well established stain-and-
then-lyse-and-wash procedures38 and a 4-way fluorescence-activated cell sorter 
(FACSAria III, Becton/Dickinson Bioscences, San Jose, CA), as described elsewhere4.
For BM cell isolation purposes, MC were identified as CD117high/CD45+/CD34-/CD3-
/CD14-/CD105- cells, monocytes as CD45high/CD14high/CD34-/CD117-/CD3- cells, 
maturing neutrophils were defined as CD45+/CD34-/CD117-/CD3-/CD14- cells, 
eosinophils as CD45+/CD13+/CD34-/CD117-/CD3-/CD105-/CD14- sideward scatter 
(SSC)high with high green and orange autofluorescence cells, CD34+HPC were identified 
as cells with a CD34+/CD45low/CD117-/+/CD13-/+/CD105-/+/CD3-/CD14- phenotype and 
SSClow/int, and T cells were defined as CD3+/CD45high/CD34-/CD13-/CD14-/CD105-
/CD117- cells. Identification and purification of MSC was based on a 
CD105+/CD13high/CD45-/CD34-/CD14-/CD3- immunophenotype39. The purity of each 
of the isolated BM cell populations was systematically >98% in the absence of cross-
contamination by MC (<0.001%) or any other KIT D816V+ BM cell population.  





Validation of the CD105/CD13/CD45/CD34/CD14/CD3 antibody combination for the 
identification of MSCs was performed in each individual sample, by further evaluating 
their immunophenotypic profile using a broad panel of MoAbs (e.g. CD10, CD13, 
CD34, CD45, CD73, CD90, CD105, CD117, CD146, HLA-DR) including MoAbs for 
those proteins currently required for the definition of MSC40,41 (Table 1). In a subgroup 
of 7 ISM patients, the identity of the isolated CD105+/CD13high/CD45-/CD34-/CD14-
/CD3- MSCs population was confirmed using an expanded MoAb panel containing 
additional MSC-associated markers such as the homing cell adhesion glycoprotein 
(CD44), the platelet-derived growth factor receptor beta (CD140b), the nerve growth 
factor receptor (CD271), the mesenchymal stem cell antigen (MSCA-1), the stage-
specific embryonic antigen-4 (SSEA-4), and the stromal cell precursor antigen (STRO-
1). Furthermore, the functionality of the isolated CD105+/CD13high/CD45- MSC 
population, was validated in 4 ISM patients carrying both myeloid plus lymphoid 
multilineage involvement of hematopoiesis by the KIT D816V mutation and mutated 
MSCs, through in vitro culture and expansion of the isolated MSC and evaluation of 
their ability to undergo adipogenic and osteogenic differentiation, following previously 
described culture and staining conditions.39
DNA extraction and molecular studies. Genomic DNA (gDNA) was extracted from 
purified cell populations using previously described methods4. Positivity for the KIT
D816V mutation was determined in gDNA of FACS-purified BM cell populations using 
a peptide-nucleic acid (PNA)-mediated PCR-clamping technique4. In order to validate 
those findings and to rule out any false positive result due to potential contamination of 
purified MSC by other KIT D816V mutated BM cells, the KIT mutational status of 
MSC was also investigated in parallel by a quantitative real-time allele-specific 
oligonucleotide qPCR (ASO-qPCR) method42 that provided an accurate measurement of 





the mutated allele burden of the isolated MSC populations under study. Cases carrying 
KIT mutated MSC systematically showed a mutated allele burden greater than the 
contamination of the purified MSC by other BM cells. Multilineage (vs MC-restricted)
KIT mutation was defined by the presence of the KIT mutation in maturing/matured BM 
cell compartments other than MC (e.g. neutrophils, monocytes, eosinophils, and/or 
lymphocytes, plus the CD34+HPC) vs only the MC. MC clonality was further assayed 
on gDNA from 26/46 female patients by the human-androgen receptor (HUMARA) X-
chromosome inactivation test43.
Statistical analyses. To assess the statistical significance (set at P-values<.05) of 
differences observed between groups, either the Mann-Whitney U or the Pearson’s Chi-
square and the Fisher’s exact tests were used for continuous and categorical variables, 
respectively (SPSS 20.0, SPSS, Chicago, IL, USA). Progression-free survival (PFS) 
curves were estimated according to the Kaplan-Meier method and compared with the 
Breslow (i.e. generalized Wilcoxon) test (SPSS 20.0).  






Immunophenotypic and functional characterization of BM MSCs from ISM 
patients. All purified CD105+/CD13high+/CD45- BM cells showed immunophenotypic 
features which were fully consistent with previously defined criteria for MSC39-41, such 
as: absence of CD11b, CD14, CD19, CD34 and CD45 expression; heterogeneous 
reactivity for CD10 and HLA-DR, and; expression of the CD44, CD73, CD90, CD105, 
CD140b, CD146, CD271, MSCA-1, SSEA-4 and STRO-1 MSC-associated markers 
(Supplemental Figure 1). 
Ex vivo culture and expansion of purified CD105+/CD13high/CD45- MSCs in 4 
ISM cases carrying KIT D816V+ MSC (median allele burden of 17%, range: 9%-34%) 
confirmed the presence of the KIT mutation in cultured MSC from all 4 cases in the first 
culture passage (median of 17 days of culture; range: 14-26 days) with a median KIT
D816V mutated allele burden of 11% (range: 6-26%). In contrast, no KIT D816V 
mutated MSCs were detected after passage 3 (median of 39 days of culture; range: 27-
47 days). After passage 4 (median of 45 days of culture; range: 32-55 days), in 3/4 cases 
enough cultured cells were obtained to evaluate the adipogenic and osteogenic 
differentiation of cultured MSC. Two cases showed normal adipogenic and osteogenic 
differentiation while the third case reached senescence prior to differentiating 
(Supplemental Figure 2). 
Presence of the KIT D816V mutation in BM MSC and its association with ISM 
disease features at diagnosis. Overall, 22/83 ISM patients (27%) had the KIT D816V 
mutation in purified BM MSC (Table 2). All KIT D816V mutated-MSC patients 
showed a mutated allele burden >8% for the purified MSC population (median 18%; 
range: 8%-100%). Despite patients who had mutated MSC had a similar median follow-





up and distribution by sex and age at onset, to cases having non-mutated MSC, both 
patient groups showed markedly different disease features at diagnosis (Table 2). Thus, 
patients that had KIT D816V+ MSC displayed higher levels of BM MC infiltration 
(median: 0.49% vs 0.08%; P=.008) and greater serum baseline tryptase (median: 
170ng/ml vs 31.1ng/ml; P=.001), together with an increased frequency of bone lesions 
(39% vs 8%; P=.002), organomegalies (39% vs 7%; P=.006), multilineage KIT
mutation (100% vs 30%; P<.0001) and, within multilineage cases, a greater number of 
cases with KIT mutated myeloid and lymphoid cells (59% vs 22%; P=.03) (Table 2). 
Interestingly, HUMARA analysis showed a polyclonal X-chromosome inactivation 
pattern (XCIP) in purified BM MC from 7/11 female patients who carried KIT D816V+
MSC; by contrast, all 15 female patients analyzed who showed KIT D816V- MSC had 
BM MC with a clonal pattern of X-chromosome inactivation by HUMARA (Table 2).  
Association between the presence of KIT D816V+ BM MSC and patient outcome. 
Overall, 14 ISM cases showed disease progression: 8 (57%) ISM evolved to ASM, 4 
(29%) to SSM and 2 (14%) to SM-AHNMD (an MPN and a B-cell non-Hodgkin 
lymphoma) (Table 3). Median time from disease onset to progression was of 15 years. 
Except for a patient who progressed to ASM and displayed features associated with a 
moderate BM MC load (0.13% BM MC and 52.6ng/mL of serum baseline tryptase), all 
other patients displayed very high serum baseline tryptase levels (median: 275ng/mL; 
range: 144ng/mL to 2,036ng/mL) and/or of BM MC percentages (median: 3.1%; range: 
0.06% to 18%) at progression. Of note, all ISM patients that progressed showed 
multilineage involvement of hematopoiesis by the KIT D816V mutation already at 
diagnosis. 





From those 14 ISM cases that showed progression, 11 belonged to the KIT
D816V+ MSC group (11/22, 50%), while only 3/61 ISM cases with non-mutated MSC 
showed disease progression (5%; P=.0005) (Table 2). Moreover, ISM patients with KIT
D816V+ MSC also showed a significantly (P<.001) shorter PFS vs patients who had 
non-mutated MSC (75% PFS of 13 years vs not reached; P<.001) (Figure 1A) with 
significantly lower PFS rates at 10- (82%±8% vs 98%±2%; P=.003), 20- (63%±12% vs 
98%±2%; P<.001) and 30-years (54%±13% vs 78%±18%; P=.001) (Table 4).  
In order to determine whether the presence of KIT D816V+ MSC would be a 
better predictor for disease progression than the occurrence of multilineage involvement 
of BM hematopoiesis by the KIT mutation, we further restricted the comparison 
between patients with (n=22) vs without (n=18) KIT D816V+ MSC to multilineage 
cases (n=40). Once again, ISM cases with KIT D816V+ MSC more frequently had 
disease progression (50% vs 17%; P=.04) (Table 2). The adverse impact of having KIT 
D816V+ MSC also translated into progressively shorter PFS rates (vs ISM cases having 
non-mutated MSC) at 10- (82%±8% vs 94%±5%), 20- (63%±12% vs 94%±5%) and 30-
years (54%±13% vs 63%±26%), although differences only reached marginal statistical 
significance at 20- and 30-years (P≤.08) (Table 4). Despite the above differences in PFS 
rates, no statistically significant differences were found as regards overall survival 
between patients with vs without KIT D816V mutated MSC (overall survival rate at 10 
years of 93.8% vs 100%, respectively). This is probably due to the fact that at the 
moment of closing this study, only 3/83 patients (3.6%) had died 7, 13 and 40 years 
after disease onset. Of note 2/3 cases had multilineage KIT mutation with KIT mutated 
MSC, the other patient having non-mutated MSC died from sepsis 40 years after disease 
onset. 






Presence of the somatic KIT D816V mutation1,44 in BM MC is a molecular 
hallmark of adult SM45 and a (minor) diagnostic criterion of the disease22,35,36.
Additionally, detection of the KIT D816V mutation is thoroughly applied to establish 
the clonal nature of the disease3,22,46, and it has also been used as a molecular marker to 
track the clonal origin of different hematological cell lineages within a patient (i.e. 
through the definition of MC-restricted vs multilineage involvement of hematopoiesis) 
and to establish the clonal relationship between SM MC and the AHNMD tumor cells in 
SM-AHNMD12,13,15,16,23,47,48. Around half of all 83 ISM cases here analyzed showed 
multilineage involvement of BM cells by the KIT D816V mutation and half of these 
multilineage cases also had KIT mutated MSC. Most interestingly, the presence of 
mutated MSC in the BM of ISM patients was associated with features of more advanced 
disease, a greater rate of disease progression and a shorter PFS. Of note, the greater 
frequency of multilineage KIT mutation among our cases vs previously published series 
from our group was due to the need for enough purified BM MSC for further molecular 
analyses, as discussed above in the methods section. 
Interestingly, purified pathological KIT D816V+ BM MC from a significant 
proportion of female ISM cases here analyzed showed a “polyclonal” XCIP, despite 
these cells most likely have a “clonally”-related origin. The cellular mosaicism resulting 
from the analysis of the XCIP in females has long been used as a marker to investigate 
clonal development and relationship among distinct cell compartments in different 
human hematopoietic disorders19,49,50; thus, a polyclonal XCIP in the absence of other 
genotypic markers (i.e. KIT D816V), could be interpreted as an accumulation of 
otherwise reactive, non-clonal MC. The apparent discrepancy observed between the 
genotypic clonality defined by the KIT D816V mutation and the polyclonal XCIP could 





be explained either by a hypothetical reactivation of the inactive X-chromosome51 at 
any stage after the occurrence of the mutation in a committed HPC, or by the emergence 
of the KIT mutation in an uncommitted precursor/stem cell at relatively early stages of 
development (i.e. embryogenesis), prior to the inactivation of the X-chromosome during 
hematopoiesis. Since in human somatic cells XCIP appears to be rather stable52, the 
second hypothesis seems most feasible. Thus, occurrence of the KIT D816V mutation 
during ontogeny would potentially target an early precursor/stem cell leading to 
multiple (instead of one) involved HPC; most likely, this would more frequently lead to 
multilineage involvement of hematopoiesis (and potentially also other tissues) by the 
KIT mutation. In line with this hypothesis, all ISM cases that displayed a polyclonal 
XCIP for their BM MC, also had multilineage involvement of hematopoiesis by the KIT
mutation. These findings support previous observations in advanced SM about the 
origin of clonal MC in a pluripotent HPC with the ability to differentiate to other non-
MC myeloid and even lymphoid lineages12-16,45. Most interestingly, this polyclonal 
XCIP found across multilineage ISM cases was restricted to two-thirds of the ISM 
female patients carrying KIT mutated MSC, while absent among ISM female patients 
with wild-type KIT MSC. MSC are multipotent mesodermal progenitor cells present in 
the BM stroma which diverged from the hematopoietic lineages early during 
embryogenesis28; thereby, these results would support the notion that in these patients, 
the KIT mutation could had been acquired in a common pluripotent progenitor cell early 
during ontogeny, prior to differentiation into MSC and HPC. This hypothesis is also 
consistent with a report of two monozygotic twins with adult-onset ISM carrying the 
somatic KIT D816V mutation53 who both presented a mosaic pattern for the KIT
mutation compatible with multilineage involvement of hematopoiesis. Noteworthy, 
despite the (potentially) very early acquisition of this mutation during ontogeny, onset 





of typical clinical symptoms of mastocytosis was delayed to their middle-adulthood, 
one of the twins progressing from ISM to an SM-AHNMD 30 years after skin lesions 
had appeared53; this is in line with our observations and those of other groups7,54.
As a consequence of the occurrence of the KIT mutation in a common 
mesodermal ancestor of MSC and HPC, a mosaic of the mutated pluripotent precursor 
cell progeny would also carry the KIT genetic alteration, including both myeloid and 
lymphoid committed HPC, as found in our cases. The more frequent (simultaneous) 
involvement of myeloid and lymphoid cells observed among ISM cases with mutated vs 
wild-type BM MSC may be due to a greater number of involved HPC and the more 
extended involvement of hematopoiesis in the former vs the latter group. In turn, the 
existence of a subset of MSC-mutated ISM patients showing only involvement of 
myeloid BM cells, could be explained by preferential signaling of the mutated KIT in 
HPC to the myeloid rather than the lymphoid lineages, the significantly different 
production and renewal rates of mature lymphocytes vs monocytes and neutrophils 
(longer vs shorter turnover times, respectively) or both55-58. In addition, occurrence of a 
sporadic KIT D816V mutation that constitutively activates the SCF/KIT signaling 
pathway could lend those CD117+ precursor cells with a proliferative and/or survival 
advantage. Thereby, the ability of a KIT D816V+ myeloid-committed HPC to colonize 
the patient’s BM will be faster than that of the mutated lymphoid-committed precursors, 
which would not have a proliferative advantage because of the activating KIT D816V
mutation, due to loss of CD117 expression early during commitment to the lymphoid 
lineage59. In turn, the presence of the KIT D816V mutation in BM MSC should impair 
their function and potentially affect their role in supporting hematopoiesis and bone 
turnover. Even though we have not found any evidence of differences in bone lesions 
between patients with vs without mutated MSC, purified CD105+/CD13high /CD45- BM 





MSC from SM patients showed slower growth in vitro vs MSC from healthy donors39.
These results are in line with recent observations by Nemeth K et al. who described the 
presence of abnormal MSC with slow proliferation, signs of senescence and impaired 
osteogenic function (vs normal MSC colonies) in SM patients.60 Of note, these authors 
do not find the KIT D816V mutation in cultured BM MSC from any of the 5 SM 
patients they analyzed. The apparent discrepancy between these findings and our 
observations could be due to the relatively low number of patient analyzed or to a 
preferential growth of normal vs mutated MSC after medium to long term in vitro 
culture. In this regard, our results also showed that while the KIT D816V mutation was 
initially detected in cultured (purified) CD105+/CD13high /CD45- MSC, it became 
negative in vitro after 3 culture passages further supporting a survival/proliferative 
advantage in vitro for normal vs KIT-mutated MSC from ISM patients.  
Overall, one might expect that the greater number of KIT-mutated HPC, the 
greatest level of BM involvement by the KIT mutation, which would most likely 
contribute to pave the way for secondary (driver) genetic lesions and more frequent 
disease progression. In line with this, all cases having KIT-mutated MSC also showed 
multilineage KIT mutation with a greater frequency of myeloid plus lymphoid (vs only 
myeloid) involvement of hematopoiesis. Moreover, such MSC-mutated ISM cases 
showed a greater frequency of progression to more advanced disease and shorter PFS 
rates, together with significantly greater levels of BM MC infiltration and serum 
baseline tryptase, and a greater frequency of organomegalies and bone lesions already at 
diagnosis. Of note, the rate of disease progression among multilineage cases, was also 
significantly higher for patients with KIT-mutated vs non-mutated MSC. Altogether, 
these results are consistent with recent observations in a mouse model with conditional 
expression of a constitutively active D814V mutated KIT which showed a greater MC 





disease severity when the mutation was expressed in undifferentiated HPC vs (only) 
more mature cells61. In addition, our findings might also contribute to explain why ISM 
patients with MC-restricted KIT mutation in the BM have a normal life expectancy and 
very rarely progress to more aggressive disease7. Of note, here we reported a higher rate 
of progression of ISM patients than that observed in previous (large) series of ISM 
patients7,54,62; this is probably due to the preferential selection of cases with multilineage 
involvement of hematopoiesis by the KIT D816V mutation vs MC-restricted KIT 
D816V mutation, since the latter cases typically showed very low rate of disease 
progression7 and/or a longer follow-up in this vs other previously reported series. 
Overall, the above findings suggest that the clinical impact of constitutive 
activation of the SCF/KIT signaling pathway critically depends on the stage of 
development at which the somatic KIT D816V mutation has been acquired, and the 
extent of involvement of the CD34+HPC compartment (and therefore of the whole 
hematopoietic compartment). Thus, occurrence of the KIT mutation in an early 
progenitor cell during ontogeny will potentially lead to greater involvement of 
hematopoiesis, providing clonal cells an increased probability of acquiring secondary 
(driver) mutations/genetic alterations, particularly after long periods of time9; such 
genetic lesions might more frequently lead to progression and/or transformation of ISM 
to more severe disease and/or to the development of secondary myeloid (most 
frequently) and lymphoid neoplasias. Of note, acquisition and maintenance of these 
secondary mutations could be facilitated by the anti-apoptotic and survival pathways 
which are differentially activated within the pathological MC due to the KIT D816V 
mutation25,27, in association with the more immature immunophenotype of BM MC 
from patients carrying multilineage vs MC-restricted KIT D816V mutation37. In line 
with this hypothesis, it has been recently shown in a murine model of SM, as well as 





among advanced SM patients63, that coexistence of the KIT D816V mutation and loss of 
function of TET2 (or other mutations) in progenitor cells causes a more aggressive 
phenotype, typically mimicking advanced disease (i.e. ASM)64.
In summary, the results here presented demonstrate the occurrence of the KIT
D816V mutation in BM MSC from a substantial fraction of ISM patients that 
systematically showed multilineage involvement of hematopoiesis, in association with a 
greater risk for disease progression and shorter PFS. These findings suggest that among 
ISM cases, occurrence of the KIT D816V mutation in an earlier precursor cell is 
associated with a poorer outcome.  
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Figure 1.- Progression-free survival (PFS) of ISM patients classified according to the 
presence (dotted line) vs absence (full line) of the D816V KIT mutation in bone marrow 
mesenchymal stem cells (MSC). Panel A shows PFS from disease onset for all (n=83) 
patients analyzed, while in panel B, analysis of PFS is restricted to patients (n=40) with 
multilineage involvement of hematopoiesis by the KIT D816V mutation with (n=22) or 
without (n=18) D816V KIT mutated MSC. 
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FIGURE LEGENDS 
Figure S1.- Immunophenotypic features of bone marrow mesenchymal stem cells 
(MSC) identified as CD105+/CD13high/CD45– cells. Panels A-D depict the gating 
strategy used for the identification of MSC vs mast cells (MC) (Panel D). Panels E-T
show the immunophenotypic features of MSC from a representative SM patient. 
Baseline autofluorescence and expression levels for each protein are indicated in the 
histogram plot in gray and black, respectively, using the overlay histogram function of 
the Infinicyt software (Cytognos SL, Salamanca, Spain). Panel U shows the pattern of 
expression of MSC-associated markers in purified BM CD105+/CD13high/CD45– MSC 
from 7 SM patients. Normalized median fluorescence intensity values are displayed 
after subtracting the background autofluorescence levels observed for each individual 
marker-associated fluorochrome channel. Open circles represent individual samples, 
short horizontal and vertical lines display median values and 95% CI of the levels of 
antigen expression (MFI values), respectively. SSC, sideward light scatter; MFI, median 
fluorescence intensity (arbitrary units scaled from 0 to 262 000). 
Figure S2.- Functional features of bone marrow mesenchymal stem cells identified as 
CD105+/CD13high/CD45– cells. Panels A-F display the functional features of cultured 
FACS-sorted CD105+/CD13high/CD45– BM MSC which have been induced to 
differentiate in vitro towards the adipose tissue (panels A-B) as assessed by the Oil red 
O staining (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), and the bone tissue as assessed by the 
alkaline phosphatase (Panels C-D) and the alizarin red S (Sigma-Aldrich) (Panels E-F)
stainings. For each staining technique, undifferentiated control FACS-sorted BM MSC 
counterstained with hematoxylin are also displayed (Panels A, C and E). Images were 
acquired in an Eclipse Ti-s inverted microscope (Nikon, Tokyo, Japan) equipped with a 
ProgRes® C3 camera (Jenoptik Optical Systems, Jena, Germany). Magnification x200 



































  Tras  la  identificación  inicial de  la presencia de  la mutación D816V de KIT 
en  una  línea  celular  humana  derivada  de  una  leucemia  de mastocitos128,  y  la 
posterior  comprobación  de  la  presencia  de  dicha mutación  en  una  proporción 
importante de pacientes con MS136,142,159, esta mutación ha pasado a considerarse 
como un marcador genético de  la enfermedad17. La reciente demostración de  la 
posibilidad de  identificar  la presencia de  la mutación D816V de KIT en SP245, en 
ausencia  de  mastocitos  circulantes,  ha  permitido  además  incluir  esta 
determinación  en  los  algoritmos  diagnósticos  de  la MS204  de  forma  previa  al 
estudio de MO. Aun así, en el momento de iniciar este trabajo seguía sin definirse 




mutación  activante  de  KIT  tiene  sobre  la  proliferación  y  supervivencia  de  las 
células afectadas que expresan KIT (i.e. mastocitos), su presencia no justifica por 
si  sola  la  importante  heterogeneidad  clínica,  biológica  y  evolutiva246  de  la 
enfermedad, que oscila desde el  comportamiento  indolente de  las  formas más 
benignas184  al  comportamiento  agresivo  asociado  a  una  supervivencia 
significativamente acortada en las formas más agresivas de la enfermedad (MSA 
y MCL)247.  
Recientemente  se  ha  demostrado  que  tanto  en  las MS  que muestran  un 
comportamiento clínico más agresivo (MSA y MCL)145,178,242,244,253‐255 como en casi 
un tercio de  las MSI269,  la mutación D816V de KIT está presente en una o varias 





de  un  número  importante  de  CPH181,248,249,  lo  cual  podría  reflejar  a  su  vez  la 
afectación de un precursor ancestral más  inmaduro. Más aún,  la existencia del 











pacientes  con  MS‐AHNMD,  tanto  en  el  componente  de  MS  como  de 
AHNMD215,255,  junto  con  los  estudios  realizados  por  Akin  et  al.181  sobre 
poblaciones purificadas de  células CD34+ de MO de pacientes  con MS,  apoyan 
además del origen común de ambas hemopatías en un subgrupo  importante de 
pacientes  con  MS‐AHNMD,  el  origen  de  la  MS  en  una  célula  “stem” 
hematopoyética. 
A pesar de  los hallazgos descritos anteriormente, en  la actualidad  sigue  sin 
conocerse  si el origen de  la mutación D816V de KIT  se  sitúa a nivel de  células 
CD34+ de MO, o  si podría  llegar  incluso a afectar a una célula precursora de  la 
célula  “stem”  hematopoyética.  Este  aspecto  resulta  de  especial  interés  en  el 
conocimiento de la patogénesis de la MS puesto que cuanto más temprana sea la 
aparición de  la mutación D816V de KIT en  la ontogenia, mayor sería el grado de 
afectación  de  la  hematopoyesis  por  dicha mutación  y,  teóricamente  también, 





Frecuencia  de  la  mutación  D816V  de  KIT  en  los  mastocitos  y  otras  líneas 
celulares hematopoyéticas de MO en distintos subtipos diagnósticos de MS. 
 
Actualmente  son  muchos  los  estudios  en  los  que  se  ha  analizado  la 
presencia de  la mutación D816V de KIT en adultos con MS. No obstante, en  la 
mayoría  de  ellos  se  centran  en  las  formas  más  agresivas  de  la 
enfermedad136,159,248,249,256‐258  y  habitualmente  están  basados  en  el  análisis  de 
casos  individuales152,259,260  o  en  series  relativamente  cortas  de  pacientes.  Todo 
ello, asociado al empleo de distintos métodos de detección de  la mutación con 









de  casos  positivos  hasta  el  100%159  de  los  pacientes.  Estas  diferencias  pueden 
explicarse  tanto por el empleo de métodos  con diferentes  sensibilidades  como 




mutaciones de KIT  en pacientes  con MS,  el primer objetivo de  este  trabajo  se 
centró en el análisis de la frecuencia de las mutaciones del exón 17 de KIT sobre 
una serie amplia de pacientes recogidos de forma prospectiva y que incluían una 
representación  de  los  distintos  subgrupos  diagnósticos  de  la  enfermedad. 
Además,  en  este  apartado  del  trabajo  empleamos  una  aproximación 
metodológica que combinaba  la purificación de  los mastocitos de MO mediante 
citometría  de  flujo  con  la  detección  de  la mutación mediante  técnicas  de  PCR 
altamente  específicas191;  con  esta  metodología  obtuvimos  una  sensibilidad 





Nuestros  resultados  muestran  por  primera  vez  que  la  práctica  totalidad 
(>90%)  de  los  pacientes  con  MS  presentan  la  mutación  D816V  de  KIT, 
independientemente  del  subtipo  diagnóstico  de  mastocitosis.  Sólo  existía  un 
subgrupo  de  MS  en  el  que  la  frecuencia  observada  de  esta  mutación  fue 
relativamente baja (14%), la MSBD. Estos resultados confirmarían la hipótesis de 
que  los  rasgos  fenotípicos  aberrantes  característicos  del mastocito  de MO  de 
pacientes con MS  (p. ej. la expresión de CD25 y/o CD2) podrían estar asociados a 
la  lesión genética subyacente  (p. ej.  la mutación D816V de KIT), puesto que  los 






diagnósticos  de  mastocitosis  analizados197.  Por  otra  parte,  estos  hallazgos 
apuntan a que el uso de Imatinib como inhibidor de la actividad TK de KIT estaría 
en  principio  contraindicado  con  fines  terapéuticos  en  la  gran mayoría  de  los 
pacientes con MS, al haberse demostrado una eficacia  limitada de este fármaco 
(tanto  “in  vitro”  como  “in  vivo”) en pacientes  con MS y  la mutación D816V de 
KIT139,227,229; por el contrario, podría convertirse en tratamiento de elección para 
pacientes  con  MSBD  asociada  a  mutaciones  de  KIT  localizadas  en  regiónes 
genómicas diferentes del exón 17.  
Precisamente, otro hallazgo  interesante de nuestro trabajo está relacionado 
con  la  identificación  de  mutaciones  de  KIT  distintas  de  la  mutación  D816V, 
localizadas  también en el “loop” de activación de KIT. Aunque su  incidencia  fue 
inferior  al  5%  de  los  casos,  confirmando  observaciones  de  otros  autores191,263, 
algunas de  las mutaciones encontradas constituían  la primera descripción de  las 
mismas. En relación con este aspecto,  la mutación D816Y ya había sido descrita 
previamente  en  pacientes  con MS136,191  y  LMA161, mientras  que  las  otras  dos 
mutaciones  encontradas  (la  insVI815‐816  y  la  mutación  I817V)  no  se  habían 
descrito  en  la  literatura  con  anterioridad.  De  ellas,  la  mutación  I817V,  se 
identificó en un paciente con MSBD, lo cual, unido a la descripción de otros casos 
con este subtipo de MS y otras mutaciones de KIT, como por ejemplo la mutación 
F522C152  y  la mutación  K509I149,  sugiere  que  este  subgrupo  de  pacientes  con 
MSBD  es  genéticamente  heterogéneo  y  claramente  distinto  de  los  demás 
subtipos diagnósticos de la enfermedad.  
La  capacidad  para  investigar  de  forma  sistemática  la  posibilidad  de  que  la 
mutación D816V de KIT estuviese presente además de en los mastocitos de MO, 
en distintas  líneas celulares hematopoyéticas mieloides y  linfoides, y en  las CPH 
CD34+,  tras  su  purificación  mediante  citometría  de  flujo,  nos  ha  permitido 
confirmar  que  con  relativa  frecuencia  (>20%  de  los  pacientes  con  MSI  y  la 
mayoría de las MSA, SM‐AHNMD y MCL) la mutación está presente en células de 
otras líneas celulares mieloides (o mieloides y linfoides) diferentes del mastocito 










de MO  distintos  del mastocito,  las  CPH  CD34+  fueron  aquellas  que  con mayor 
frecuencia  (más de un  tercio de  los  casos) mostraban  compromiso mutacional, 
seguidos  en  frecuencia  por  los  granulocitos  eosinófilos  (≈30%),  las  células 
monocíticas  y  de  la  serie  de  granulocito  neutrófilo  (≈20%  de  los  casos)  y 
finalmente, la línea eritroide y los linfocitos T. Merece destacar que en la mayoría 
de  los  pacientes  que  presentaban  la mutación  D816V  de  KIT  en  precursores 
CD34+ de MO, ésta  se acompañaba de  la afectación  simultánea de otras  líneas 
hematopoyéticas. Asimismo, cabe señalar que la presencia de la mutación D816V 
de KIT en  los granulocitos eosinófilos de MO, no  solo  se  identificó en aquellos 
pacientes que presentaban eosinofília264,  sino que  también estaba presente  en 
pacientes  con  un  número  normal  de  eosinófilos,  lo  cual  indicaría  que  esta 
mutación  por  sí  sola  no  sería  la  responsable  del  incremento  del  número  de 
eosinófilos entre  los pacientes con MSI asociada a eosinofília. Por otra parte,  la 
mayor  frecuencia de afectación por  la mutación de  los granulocitos eosinófilos 





Según  el  subtipo  diagnóstico  de MS,  cabe  señalar  que  la mayoría  de  los 
pacientes que presentaban MCL o MSA mostraron mutación D816V de KIT en  la 
casi totalidad de las distintas poblaciones de células mieloides de MO analizadas, 
así  como  en  los  linfocitos  T.  Por  el  contrario,  entre  los  pacientes  con MSIs+  la 










hemopatía  (AHNMD).  Así,  por  regla  general,  las MSA‐AHNMD  presentaban  la 
mutación  D816V  de  KIT  simultáneamente  en  los  mastocitos  y  las  células 
tumorales de la otra hemopatía; en cambio, en la mayoría de las MSI‐AHNMD la 
mutación  D816V  de  KIT  solo  se  detectó  en  los  mastocitos.  Estos  resultados 
sugieren que en pacientes con MSI‐AHNMD podrían coexistir dos clones celulares 
independientes, relacionados con dos trastornos hematológicos distintos, si bien 
no  podemos  descartar  que  ambas  neoplasias  compartan  un  fondo  genético 
común  que  haya  facilitado  el  desarrollo  y  la  aparición  de  las  alteraciones 
genéticas  características de  la MS  (mutación D816V de KIT)  y de  la hemopatía 
asociada  a  ésta.  En  conjunto,  estos  hallazgos  sugieren  que  en  las  formas más 
agresivas de mastocitosis y en en algunas MSI, la presencia de la mutación D816V 
de  KIT  en  la  CPH  CD34+  podría  estar  asociada  a  una  ventaja  competitiva  que 




células, de  lesiones genéticas adicionales,  incluidas  lesiones características de  la 
MSA y de la AHNMD.  
 




Como  consecuencia de  los  resultados obtenidos en el  capítulo  anterior 
quedó  demostrado que  la  gran mayoría de  los pacientes  con MS presentan  la 
mutación D816V de KIT en los mastocitos patológicos de MO y que además, esta 
mutación puede afectar  también a otras  líneas celulares hematopoyéticas. A su 







detectaba  también en aproximadamente un  tercio de  las MSI, en  las que se ha 
demostrado se asociaría a peor pronóstico184,261,265. 
Esto, unido  a  la posibilidad de que  la mutación D816V de KIT  sea  también 
detectable en  la SP de  la mayoría de  los pacientes con MS, siempre y cuando se 
empleen  técnicas moleculares de alta  sensibilidad188,245,266  (p. ej. ASO‐qPCR), ha 
planteado, por un lado, la posibilidad de incluir esta determinación en los nuevos 
algoritmos diagnósticos de MS204 y, por otra parte, un  interrogante acerca de su 
significado  fisiopatológico.  No  obstante,  en  la  literatura  se  han  referido 
resultados muy variables en cuanto al porcentaje de pacientes con MS en los que 






muy  inferiores  (46%)267.  Con  el  fin  de  aclarar  estas  discrepancias,  en  nuestro 
estudio  realizamos  el  análisis  de  la mutación  de  forma  sistemática  sobre ADN 
genómico, empleando en paralelo  los dos métodos moleculares más sensibles y 
ampliamente  utilizados  en  los  laboratorios  que  realizan  esta  determinación183: 




la presencia de  la mutación D816V de KIT en un 85% de  los pacientes, en  línea 




qPCR  cuantitativa  (porcentaje  de  células  portadoras  de  la mutación)  como  el 
método  de  PNA‐PCR  permitían  predecir  con  elevada  eficiencia  el  grado  de 
afectación de la hematopoyesis medular por la mutación. En este sentido merece 






MSI.  Estos  resultados  sugieren que  la presencia de  afectación multilineal de  la 
hematopoyesis  se  asocia  con niveles más elevados de  células portadoras de  la 
mutación  en  SP,  independientemente  del  subtipo  diagnóstico  de  MS  y  del 
método  empleado  para  definir  la  existencia  de  afectación multilineal  en MO. 
Definitivamente, estos hallazgos apoyarían la inclusión del análisis de la mutación 
D816V  de  KIT  en  SP  en  el  rastreo  diagnóstico  de  MS,  si  bien  un  resultado 






Con  el  objetivo  de  esclarecer  el  motivo  por  el  cual  una  proporción 
significativa  de  pacientes  con  mutación  restringida  a  mastocito  en  MO, 
mostraban  la mutación  en  SP  (mediante  técnica  de ASO‐qPCR),  analizamos  de 
forma específica la presencia de la mutación D816V de KIT en células CD34+ y en 
la  serie  granulocítica  de  MO  con  el  mismo  método.  Como  era  de  esperar, 
mediante el método ASO‐qPCR se detectó la presencia de la mutación D816V en 
ambos  compartimentos  celulares en un mayor porcentaje de  casos  respecto al 
encontrado mediante PNA‐PCR. Asimismo, el número de pacientes en los que se 
detectó  la mutación en  las células CD34+ de MO, en ausencia de afectación de 
otras  líneas  hematopoyéticas  distintas  del mastocito,  se  incrementó  de  forma 
notable con esta estrategía. Estos hallazgos apoyarían  la hipótesis de que  la MS 

















una  posible  contaminación  de  la  población  CD34+  en  grado  variable  con 
mastocitos portadores de  la mutación;  sin  embargo,  esta última posibilidad  es 
poco  probable  debido  a  que  de  forma  sistemática  durante  el  proceso  de 
separación  de  las  células  CD34+  se  excluyó  la  posible  contaminación  de  esta 
fracción  por  otras  poblaciones  celulares  mutadas,  como  los  mastocitos 
patológicos.   
La  presencia  de  la  mutación  en  SP  de  pacientes  con  afectación  de  la 
hematopoyesis  restringida  a  mastocito  (y  células  CD34+  cuando  se  aplica  la 
técnica de ASO‐qPCR), contribuiría también a explicar  las diferencias observadas 
entre el método cualitativo de ASO‐qPCR y el método de PNA‐PCR a  la hora de 
identificar  la  presencia  de  la  mutación  en  SP,  ya  que  las  células  mutadas 
presentes en  la circulación periférica y detectadas mediante ASO‐qPCR, pero no 
mediante  PNA‐PCR,  corresponderían  a  poblaciones  celulares  circulantes 
minoritarias,  como  pueden  ser  los  precursores  CD34+,  los  mastocitos  o  los 











con  un  tiempo  de  seguimiento  más  largo,  para  poder  establecer  con  mayor 





detectar  de  forma  inequívoca  la  presencia  de  mutación  multilineal  en  SP  y 
establecer  un  sistema  de  estratificación  pronóstica  para  predecir,  con  una 
elevada  probabilidad,  la  progresión  a  corto, medio  y  largo  plazo  desde MSI  a 
formas más agresivas de la enfermedad. 
En  resumen,  nuestros  resultados muestran  que mediante  el  empleo  de  la 
técnica de ASO‐qPCR se detecta  la presencia de  la mutación D816V de KIT en  la 
SP de  la mayoría de  los pacientes  con MS que muestran esta mutación en  los 
mastocitos patológicos de MO. Además, mediante el uso  tanto de  la  técnica de 
ASO‐qPCR  cuantitativa  como  del método  de  PNA‐PCR,  se  puede  predecir  con 
elevada precisión  la presencia de afectación multilineal de  la hematopoyesis en 
MO por  la mutación D816V de KIT. Estos hallazgos sugieren que el análisis de  la 





Afectación  de  células mesenquimales  de MO  por  la mutación D816V  de  KIT: 




presentan  afectación multilineal  de  la  hematopoyesis  en MO  por  la mutación 
D816V  de  KIT,  la  mutación  está  presente  también  en  las  células  “stem” 
mesenquimales  (MSC)  medulares.  Curiosamente,  los  pacientes  con  MSI  que 
mostraban  positividad  para  la  mutación  en  sus  MSC  de  MO,  mostraban 
características clínicas típicas de mastocitosis avanzada, asociadas además a una 













embrionario)  común  a  ambos  linajes  tisulares.  De  acuerdo  con  esta  hipótesis, 
cuando  analizamos  la  clonalidad  de  los mastocitos  de MO,  empleando  como 
marcador  genético  de  clonalidad  el  patrón  de  inactivación  del  receptor  de 
andrógenos codificado en el cromosoma X252,272,273, observamos que  las mujeres 




una  parte  la  acumulación  de mastocitos  reactivos  y  por  otro  lado  apoyaría  la 
hipótesis de que en este subgrupo de pacientes la mutación D816V apareciera de 
forma  temprana  durante  el  desarrollo  embrionario,  antes  incluso  de  la 
inactivación  del  cromosoma  X.  La  posible  reactivación274  del  cromosoma  X 
inactivo  (con  posterioridad  a  la  aparición  de  la mutación  D816V)  en  un  CPH 
comprometido ya a mastocito  (y a  las  líneas mieloides y/o  linfoides) es menos 
probable,  debido  a  la  gran  estabilidad  que  el  patrón  de  inactivación  del 
cromosoma X tiene en  células somáticas humanas275.  
Así,  en  su  conjunto,  nuestros  resultados  apoyarían  la  hipótesis  de  que  la 
mutación D816V  podría  ocurrir,  al menos  en  algunos  pacientes,  en  una  célula 
precursora  totipotencial12,210,248  capaz  de  diferenciarse  a  las  distintas  líneas 
celulares hematopoyéticas, además de a MSC. Esta hipótesis viene avalada por 
observaciones  previas  de  otros  autores  que  describen  el  caso  de  dos  gemelos 
monocigóticos que desarrollaron MSI en  la edad adulta con afectación de varias 
líneas hematopoyéticas por la mutación D816V de KIT276. Curiosamente, y a pesar 
de  la  teórica  aparición  temprana  durante  la  ontogenia  de  la  mutación,  los 
síntomas  típicos  de MSI  solo  aparecieron  en  ambos  pacientes  alrededor  de  la 
cuarta década de vida (38 y 40 años, respectivamente), observándose incluso en 
uno de los gemelos progresión a MS‐AHNMD treinta años después de la aparición 





enfermedad  estaría  de  acuerdo  con  lo  observado  en  nuestro  estudio  y  con 
nuestra experiencia previa184, así como con lo descrito por otros grupos184,211. 
En  la  mayoría  de  los  pacientes  que  presentaban  afectación  de  MSC, 
observamos  presencia  de  la  mutación  tanto  en  las  líneas  mieloides  como 
linfoides,  lo cual apoyaría que en estos casos  la mutación podría ocurrir en una 
célula  totipotencial  mesodérmica,  dando  lugar  a  la  afectación  de  un  mayor 
número de CPH, además de las MSC. No obstante, existiría un grupo de pacientes 
con MSC positivas para la mutación D816V de KIT en los que la mutación sólo se 
detectaba  en  precursores  de  líneas  mieloides  de  MO,  mientras  que  estaba 
ausente en el compartimento  linfoide. Esto último podría ser debido a una baja 
carga de células mutadas con predominio de diferenciación a las líneas mieloides 
y/o  porque  los  precursores  mieloides  (p.  ej.  PGM  y  PME)  expresen  KIT,  a 
diferencia de  lo que  sucede  con  los precursores  linfoides  (p. ej. células Pro‐B y 
Pro‐T)94,97,98,22,  por  lo  que  la  mutación  D816V  les  conferiría  una  ventaja 
competitiva frente a  los precursores que presentan KIT silvestre. Por otra parte, 
este  hallazgo  podría  estar  relacionado  con  el  hecho  bien  conocido  de  que  los  
tiempos de producción y renovación de linfocitos maduros son más largos que los 




los  precursores  linfoides,  ya  que  en  las  vías  de  diferenciación  celular  de  estos 
últimos la expresión de KIT desaparece de forma más temprana94,97,98,22. 
La  aparición  temprana  de  la  mutación  D816V  en  una  célula  progenitora 
común  a  la  CPH  y  la MSC  podría  a  su  vez  facilitar  la  adquisición  de  lesiones 
genéticas adicionales que, asociadas a la mutación de KIT, pudieran incrementar 
la probabilidad de progresión de  la enfermedad. De acuerdo con esta hipótesis, 
en  nuestra  serie  observamos  cómo  aquellos  pacientes  en  los  que  la mutación 
estaba  presente  en  las MSC  presentaban  con mayor  frecuencia  características 
clínicas  asociadas  a  fases  avanzadas  de  la  enfermedad:  mayor  carga  de 





incidencia  de  organomegalias  y  lesiones  óseas.  Además,  estos  pacientes 
presentaban una tasa de progresión de la enfermedad significativamente mayor, 
asociada  a  una  supervivencia  libre  de  progresión más  corta.  Estos  resultados 
concuerdan con  lo descrito  recientemente en un modelo murino con expresión 




nuestros  resultados  corroboran  observaciones  previas  sobre  la  baja  tasa  de 
progresión de la enfermedad en aquellos pacientes en los que la mutación afecta 
únicamente  al mastocito184  y  explicarían porqué  la  esperanza de  vida de  estos 
pacientes es similar a la de la población general211. 
Pese a que no hemos encontrado diferencias significativas en la frecuencia y 
tipo de  lesiones óseas entre  los pacientes con MSI y afectación multilineal de  la 
hematopoyesis,  según presentasen o no  la mutación D816V de KIT en MSC,  la 








senescencia  y  de  una  función  osteogénica  deteriorada284.  A  pesar  de  que 
nuestros resultados son concordantes con  los referidos por Nemeth et al., estos 
autores no detectaron  la presencia de  la mutación D816V de KIT en  las MSC de 
ninguno  de  los  5  pacientes  con MS  que  analizaron  tras  cultivo.  Esta  aparente 
discrepancia podría ser debida al bajo número de pacientes analizados, y por  lo 
tanto  de  casos  portadores  de  la  mutación  en  MSC,  y/o  a  diferencias  en  los 







de  la mutación  en  células  procedentes  de  la  fase  final  del  cultivo,  en  nuestro 
estudio  las MSC  se purificaron directamente por  citometría de  flujo a partir de 
MO fresca, analizándose la mutación inmediatamente sobre las MSC purificadas. 
De  hecho,  cuando  cultivamos  “ex  vivo”  MSC  purificadas,  y  analizamos  la 
presencia de  la mutación D816V de KIT tanto al  inicio como en cada uno de  los 
pases del cultivo, no se detectó en ningún caso la mutación en las MSC cultivadas 
a partir del tercer pase del cultivo; esto probablemente es debido a que las MSC 
normales  puedan  tener  una  ventaja  competitiva  “in  vitro”  frente  a  las  MSC 
portadoras  de  la  mutación  D816V.  Estos  hallazgos  coinciden  con  las 
observaciones  realizadas  por  Nemeth  et  al.  al  describir  la  coexistencia  en  sus 
cultivos  de  subpoblaciones  normales  y  anormales  de  MSC,  donde  las  MSC 
anormales  crecían a un  ritmo más  lento y expresaban marcadores  celulares de 
senescencia, a diferencia de lo que ocurría con las MSC normales284.   
En  conjunto, en  relación  con  la presencia de  la mutación D816V de KIT en 
MSC, nuestros resultados sugieren que el  impacto clínico de  la mutación D816V 
de  KIT  depende  fundamentalmente  de  la  etapa  del  desarrollo  en  la  que  se 
adquiere  la mutación, y por consiguiente, de  la célula diana de  la mutación, que 
coincidiría  con  un mayor  o menor  grado  de  afectación  de  los  CPH.  En  otras 
palabras, la aparición de la mutación D816V de KIT en un precursor temprano en 
la  ontogenia  celular  del  organismo,  conduciría  a  una mayor  afectación  de  la 
hematopoyesis  y,  tras  largos  periodos  de  tiempo,  a  un  mayor  riesgo  de 
adquisición  de  alteraciones  genéticas  secundarias  adicionales285.  Estas  lesiones 
genéticas  secundarias,  cuya  adquisición  y  mantenimiento  en  células  “stem” 
podría  verse  facilitado  por  la  activación  de  las  vías  anti‐apoptóticas  y  de 
supervivencia  inducidas  por  la  presencia  de  la  mutación  D816V  de  KIT286,287, 
podrían  contribuir  a  su  vez  a  facilitar  la  progresión  (y/o  transformación)  de  la 


































En  relación  a  la  frecuencia de mutaciones de KIT,  y  en  especial  de  la 
mutación  D816V,  en mastocitos  de MO  de  pacientes  con mastocitosis,  y  al 
grado de afectación del resto de líneas celulares hematopoyéticas de la MO:   
 
1.‐ La  gran  mayoría  de  los  pacientes  con  MS,  a  excepción  de  la 
MSBD, presentan mutación de KIT en  los mastocitos de MO, siendo  la mutación 
D816V  de  KIT  de  lejos  la  más  frecuente,  por  lo  que  su  presencia  puede 
considerarse un marcador diagnóstico de MS. 
2.‐ La  afectación  de  las  CPH  CD34+  y  de  otras  líneas  celulares 
hematopoyéticas de MO por la mutación de KIT muestra una estrecha correlación 
con  los  subtipos diagnósticos de MS  con  comportamiento  clínico más agresivo, 
aunque está presente  también en una proporción  significativa de  los pacientes 
con MSIs+,  lo  que  apoyaría  el  origen  de  la  enfermedad  en  una  célula  “stem” 
hematopoyética. 
 
En relación con  la  frecuencia con  la que se detecta  la mutación D816V 
de  KIT  en  la  SP  de  pacientes  con MS  y  su  posible  relación  con  el  grado  de 
afectación de la hematopoyesis medular:  
 
3.‐ El  empleo  de  técnicas  moleculares  de  elevada  sensibilidad 
permite detectar  la mutación D816V de KIT en  la SP de  la gran mayoría de  los 
pacientes con MS, por  lo que esta estrategía es útil en el rastreo diagnóstico de 
MS de forma previa a la realización del estudio de MO. 




5.‐ El grado de afectación por  la mutación D816V de KIT de  las CPH 
CD34+ de MO muestra una baja correlación tanto con la afectación de la línea de 
granulocito neutrófilo en MO como con el porcentaje de células mutadas en SP, 





preferencial  a  otras  líneas  celulares  como  las  de  granulocito  eosinófilo  y/o  de 
granulocito basófilo, además de la línea mastocitaria. 
 
En  relación  a  la  posibilidad  de  que  la  mutación  D816V  de  KIT  esté 
presente  en  las  células MSC  de MO  y  su  posible  impacto  en  la  evolución  a 
medio y largo plazo de la enfermedad: 
 
6.‐ Una  proporción  significativa  de  pacientes  con MSI  presenta  la 
mutación D816V de KIT en las MSC de MO, habitualmente asociada a afectación 
multilineal  de  la  hematopoyesis  por  la mutación  y  a  un  patrón  policlonal  de 




con MSI,  se asocia a un mayor  riesgo de progresión de  la enfermedad y a una 
supervivencia  libre  de  progresión  significativamente más  corta  respecto  a  los 
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